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Demande internationale n° 

PCT/FR 00/01723 


Date du depot intemational(/our/mo/s/annee^ 

21/06/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

21/06/1999 



Deposant 



INSTITUT DE RECHERCHE POUR LE DEVELOPPEMENT I.R.D. 



Le present rapport de recherche Internationale, etabll par Tad ministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a Tartlcle 1 8. Une copie en est transmise au Bureau International. 

Ce rapport de recherche Internationale comprend 3 feuilles. 

Pn II est aussi accompagn^ d'une copie de chaque document relatif a Tetat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche Internationale a dt6 effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ^t^ deposee, sauf indication contratre donnee sous le meme point. 

I I la recherche intemationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande intemationale remise a radministratlon. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucl^tldes ou d'actdes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
[X] contenu dans la demande internationale, sous forme ecrlte. 
[T] deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
I I remis utterieurement k I'administration, sous forme ecrite. 
I I remIs ulterleurement a {'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
. divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

I I La declaration, selon laquelle les informations enreglstrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont Identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

^ CZI " ® ®*® estlme que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas faire robjet d'une recherche (voir le cadre I). 

3. il y a absence d'unlt^ de (Invention (voir le cadre II). 

4. En ce qui concerne le titre, 

nn le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 
I I Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne Tabrdge, 

I I le texte est approuve tel qu'il a ete remIs par le deposant 

mie texte (reprodult dans le cadre (II) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 3d.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a Tadministration dans un d^lai d'un mois a compter de la date d'expedltion du present rapport 
de recherche Internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abr^g^ est la Figure n° 



I I suggeree par le deposant. |X| Aucune des figures 

I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n est a publier. 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premidre feuille) (juillet 1998) 



bmande internationale n° 

RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE I pcj/p|^ qq/ 01723 



PC 



Cadre III TEXTE DE L'ABREGE (suite du point 5 de la premiere feuiile) 



L* invention a pour but de fournir une methode pour capturer les proteines 
cibles indispensables au cycle jnfectieux d'un virus pathogene, notamment du 
virus RYMV et de doner les genes impliques dans ces processus. L' invention 
vise done une methode pour 1 ' identification de marqueurs moleculaires de 
resistance au RYMV. La methode implique 1 'isolation des complexes desdites 
proteines avec des particules virales. 

On soumet les echanti lions renfermant lesdits complexes a une electrophorese 
et un Western Blot en utilisant un anticorps monoclonal anti-proteine de 
capside, et on recupere les bandes non immunodetectees. 

L' invention vise egalement un ADNc capable de s'hybrideer avec un clone BAC 
(Bacterial Artificial Chromosome) crible a partir d'une banque constitute de 
fragments d'ADN d'une variete de riz telle que IR64. Ce clone BAC renferme les 
sequences d'ADN des marqueurs identifies a partir de riz grSce a un procede 
comprenant la comparaison des profiles AFLP (Amplified Length Polymorphism) 
des pi antes de riz res istantes et sensibles. 
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ande Internationale No 

r/FR 00/01723 



A. CLASSEMENT OE L'OBJET OE LA DEMANDE . 

CIB 7 C12Ql/?8 C07K14/415 



Seion la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois seion la classification nationale et la CIB 



B. OOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Dcx^umentation minim ale consults (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12Q C07K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domalnes sur lesquels a port^ la recherche 



Base de donnees electronique consultde au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Data, STRAND, EMBL 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 


Identification des documents cites, avec, le cas dcheant, I'indication des passages pertinents 


no. des revendications vls6es 


A 


BONNEAU CAROLINE ET AL: "Expression of 


1-14 




the rice yellow mottle virus PI protein In 






vitro and in vivo and its involvement in 






virus spread." 






VIROLOGY, 






vol . 244, no. 1, 






25 avril 1998 (1998-04-25), pages 79-86, 






XP002149717 






ISSN: 0042-6822 






le document en entier 




A 


US 5 898 097 A (GAFNY RON ET AL) 


1-14 




27 avril 1999 (1999-04-27) 






le document en entier 






-/-- 





j )( [ Voir la suite du cadre 0 pour la fin de la llste des documents 



ID 



Les documents de families de brevets sont indiqu^s en annexe 



° Categories sp6ciales de documents cites: 

"A" document definissant i'etat g^eral de la technique, non 

consider^ comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur. mais puWie a la date de depdt international 

ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendlcation de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se r^ferant a une divulgation orale. a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de d6p6t international, mais 
poster! eurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ultdrieur public apr^s la date de ddp6t international ou la 
date de priority et n'appartenenant pas k I'dtat de la 
technique pertinent, mais citd pour comprendre le principe 
ou la tti^rie constituent la base de invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consid6ree comme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut §tre consideree comme impliquant une activity inventive 
lorsque le document est associd li un ou plusieurs autres 
documents de m§me nature, cette combinaison 6tant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la mdme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 

16 octobre 2000 


Date d'exp^ition du present rapport de recherche intemationale 

30/10/2000 


Nom et adresse postale de Tadministration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijsvinjk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 

Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorisd 

Reuter, U 
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!nde Internationale No 
/FR 00/01723 



C.(suite) DOCUMEhfTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Catdgorie " Identification des documents c!t6s, avecje cas 6ch6ant, I'lndicatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



P,x 



OPALKA NATACHA ET AL: "Movement of rice 

yellow mottle virus between xylem cells 

through pit membranes." 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF THE UNITED STATES, 

vol. 95, no. 6, 17 mars 1998 (1998-03-17), 

pages 3323-3328, XP002149718 

March 17, 1998 

ISSN: 0027-8424 

le document en entier 

ALBAR, L. (1) ET AL: "Genetic basis and 
mapping of the resistance to rice yellow 
mottle virus: I. QTLs identification and 
relationship between resistance and plant 
morphology. " 

THEORETICAL AND APPLIED GENETICS, (NOV., 
1998) VOL. 97, NO. 7, PP. 1145-1154., 

XP000892947 
le document en entier 

PRESSOIR, G. ET AL: "Genetic basis and 
mapping of the resistance to rice yellow 
mottle virus: II. Evidence of a 
complementary epi stasis between two QTLs." 
THEORETICAL AND APPLIED GENETICS, (NOV., 
1998) VOL. 97, NO. 7, PP. 1155-1161., 

XP000892950 
le document en entier 

WO 98 30721 A (PIONEER HI BRED INT ;BIRO 
RONALD L (US); FEAZEL RHONDA (US); HELEN) 
16 juillet 1998 (1998-07-16) 
le document en entier 

DATABASE EMBL 'en ligne! 
embl ; 

Database entry/Accessi on number AZ132900, 

10 juin 2000 (2000-06-10) 

WING ET AL : "A BAC sequencing framework 

to sequence the rice genome" 

XP002149653 

97,5 % identity to Seq.ID.no. 9 in a 121 

nt overlap 

abrege 



1-14 



1-14 



1-14 



1-14 



8-14 
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INTE 



1^ 



ATIONAL SEARCH REPORT 

Ion on patent family members 



national Application No 

I!T/FR 00/01723 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



US 5898097 
WO 9830721 



A 
A 



27-04-1999 
16-07-1998 



NONE 



AU 



6024598 A 



03-08-1998 



Form PCT/IS A/210 (patent family annex) (July 1992) 



traiiAe cooperation en MA1^ 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTER 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



]S 

E DE BREVETS 




R^f^rence du dossier du d^posant ou du 
mandataire 

CP/AC 59.782 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A pONNER pr^timinatre international (fomnulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n"" ' 
PCT/FROO/01723 


Date du ddpot international (jour/mois/ann4e) 
21/06/2000 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
21/06/1999 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou k la fols classification nationale et CIB 
C12Q1/68 


D^posant 

INSTITUT DE RECHERCHE POUR LE DEVELOP. ... et al. 



1. Le present rapport d'examen pr^liminaire international, 6tabll par Tadministaration charg^e de Texamen pr6ilminaire 
international, est transmis au deposant conformement k rarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles. y compris la pr6sente feullle de couverture. 

□ M est accompagn6 d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifi6es et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites auprds de 
radministration chargee de Texamen preliminaire International (voir la r^gle 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contlent des indications relatives aux points suivants: 



1 




Base du rapport 


II 


.□ 


Priority 


III 


IS 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaut^, I'activite inventive et la posslbillte 
d'applicatlon industrielle • . , , 


IV 


□ 


Absence d'unit4 de invention 


V 


IS 


Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibiiite 
d'applicatlon industrielle; citations et explications k I'appul de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularit^s dans la demande Internationale 


VIII 


El 


Observations relatives k la demande Internationale 



Date de presentation de la demande d'examen pr6liminaire 
intemationale 

01/08/2000 


Date d'ach^vement du present rapport 
19.09.2001 


Nom et adresse postale de I'administration charge de 
rexamen preliminaire intemational: 

Office europ6en des brevets 
^ D-80298 Munich 

C^' T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise • 

Favre. N f ^ )) 
N» de telephone +49 89 2399 7363 



Fomnulaire PCT/IPEA/409 (feullle de couverture) Qanvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale PCT/FROO/01 723 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (les feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises 
k I'office r^cepteur en reponse a une invitation faite conformement ^ i'articie 14 sont consider^es dans ie present 
rapport comma "initiaiement d6pos6es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70.16 et 70.17)): 

Description, pages: 

1-65 version initiale 

Revendications, N"": 

1-14 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/14-14/14 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-4, telles que initiaiement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les Elements indiqu6s ci-dessus 6taient k la disposition de Tadministration ou 
lui ont 6te remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a 6te depos^e, sauf indication contraire 
donn^e sous ce point. 

Ces Elements 6taient k la disposition de I'administration ou lui ont 6t6 remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction renriise aux fins de la recherche Internationale (selon la r6gle 23,1 (b))... 
n la langue de publication de la demande intemationale (selon la r^gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr6liminaire intemationale (selon la r6gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
Internationale (Ie cas ech6ant), I'examen pr§liminaire Internationale a 6t6 effectu6 sur la base du listage des 
sequences : 

H contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 

H depose avec la demande Internationale, sous forme d§chiffrable par ordinateur. 

□ remis ult^rieurement k radministration, sous forme 6crite. 

□ remis ult6rieurement a radministration, sous forme d6chiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle Ie listage des sequences par 6crit et fourni ult6rieurement ne va pas au-deld 
de la divulgation faite dans la demande telle que d6pos6e, a 6t6 foumie. 
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□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr^es sous d^chiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presents par §crit, a 6X6 fournie. 

4. Les modifications ont entrame I'annulation : 

de la description; pages: 
des revendications, n°® : 
des dessins, feuilles : 

Le present rapport a 6X6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6X6 consid6r6es 
comme allant au-dela de I'expose de I'inventlon tel qu'il a ete depos6, comme il est indlqu6 ci-apr6s (r6gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuHie de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu6e au point 1 et 
annex6e au present rapport) 

6. Observations compl^mentaires, le cas ^ch^ant : 



III. Absence de formulation d'opinlon quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite d'applicati n 
industrieile 

1 . La question de savoir si I'objet de I'inventlon revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activity Inventive 
(ne pas §tre Evident) ou etre susceptible d*applicatlon industrieile n'a pas 6X6 examinee pour ce qui concerne : 

□ I'ensemble de la demande intemationale. 
IS les revendications rf^ 6 et 7. 



parce que : 

□ la demande intemationale, ou les revendications n°^ en question, se rapportent ^ i'objet suivant.,^ regard 
duquel I'administration chargee de I'examen pr6liminaire intemational n'est pas tenue effectuer un exameri - 
pr^liminaire international (preciser) : 



H la description, les revendications ou les dessins (en indiqueries Elements ci-dessous), ou les revendications 
n^ 6 et 7 en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n*est pas possible de formuler une opinion valable 
(preciser) : 
voir feuille separee 

El les revendications, ou les revendications n'^^ 6 et 7 en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas 6X6 6Xab\\ de rapport de recherche intemationale pour les revendications n°^ en question. 

2, Le listage des sequences de. nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme k la norme pr6vue dans 
I'annexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un isxarnen pr6limihaire 



□ 
□ 
□ 
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international significatif: 

□ le listage pr6sent6 par §crit n'a pas 6\e fourni ou n'est pas conforme k la norme. 

□ te listage sous forme d6chiffrable par ordinateur n'a pas §t6 fourni ou n'est pas conforme la norme. 



V. Declaration motivee selon rartlcle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1 -5 

Non : Revendications 8-14 

Activity inventive Oui: Revendications 1-5 

Non: Revendications 8-14 

Possibilit6 d'application industrielle Oui : Revendications 1-5 et 8-14 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent enti^rement sur la description : 
voir feuille separee 
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Cone rnant le point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la 
possibilite d'application industrielle 

1 . Les revendications de produit dans lesquelles les produits sont definis par leur 
precede de fabrication ne sont acceptables que si les produits en tant que tels 
satisfont aux conditions de brevetabilite, a savoir entre autres, si lis sont 
nouveaux et si ils impliquent une activite inventive. Dans le cas des presentes 
revendications 6 et 7, il n'est cependant pas possible de determiner si les 
proteines telles que definies satisfont a ces conditions de brevetabilite. Ceci est 
du au fait que la seule caracteristique technique des dites proteines est le fait 
qu'elles ferment un complexe avec un virus pathogene et qu'elles ne sont pas : 
reconnues par un anticorps monoclonal anti-proteine de capside du virus 
pathogene. Ces proteines ne sont cependant pas definies pair une sequence 
d'acides amines. De plus, ceci allant a rencontre des arguments presentes par la 
demanderesse, les complexes formes de proteines virales et de proteines 
appartenant a la plante hote varient d'un tissus a I'autre (page 2, ligne 6 a page 3, 
ligne 2). De ces faits, il n'est pas possible de differencier lesdites proteines par 
rapport a la plupart des proteines connues et inconnues, et il n'est pas possible de 
definir si les-dites proteines sont nouvelles. 

Au vu des arguments ci-dessus, le manque de clarte (article 6 PCX) des 
revendications 6 et 7 est tel, qu'il n'est pas possible de formuler une opinion quant 
a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite d'application industrielle au sens 
des articles 33(2), 33(3) et 33(4) PCT (article 34(4) a) ii) PCX): De plus, la 
description ne supporte pas (article 6 PCT) la quantite non-definissable de 
proteines qui sont couvertes par la portee des dites revendications. 
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Concernant I point V 

Declaration motlvee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventiv 
et la possibilite d'applicatlon industrielle; citations et explications a Tappui de 
cette declaration' 



1 . La date de priorite de la presente demande ayant ete valablement revendiquee, le 
document "Database EMBL, 2000, Num. d'acces AZ1 32900" cite comme 
document "P" dans le rapport de recherche ne peut pas etre considere comme 
compris dans I'etat de la technique au sens des articles 33(2) et 33(3) PCT. 

2r Le document D1 (Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 1 998, 
95:3323-3328) qui est considere comme I'etat de la technique le plus proche, 
decrit (cf. resume, figure 1 et page 3323, colonne 2, ligne 37 - page 3324, colonne 
1 , ligne 2) une methode d'isolement de proteines impliquees dans le transport 
d'un virus pathogene dont differe la methode qui fait Tobjet de la revendication 
independante 1 en ce que ce sont les bandes non immunodetectees qui sont 
recuperees, et non pas les bandes detect^es comme dans la methode de D1 . 
Cette difference permet la recuperation de proteines appartenant a la plante bote 
qui s'associent au virus pour former un complexe. 

2.1 Le probleme que se propose de resoudre la presente revendication 1 peut done 
etre considere comme etant de foumir une methode de recuperation de proteines 
appartenant a la plante bote associees au virus sous forme de complexes. 

2.2 Aucun des documents de I'art anterieur presents ne divulgue ni ne suggere une 
de modifier la methode de 01 pour arriver a un tel but. 

La revendication independante 1 remplit done les conditions requises par les 
articles 33(2) et 33(3) PCT. 

2.3 Les revendications dependantes 2 a 5 definissent des variations de la methode 
d^finie par la revendication 1 et sont done aussi nouvelles et inventives au sens 
des articles 33(2) et 33(3) PCT. 
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3. Presque tout fragment d'ADN de trois ou quatre acides nucleiques remplit les 

conditions telles que definies par les revendications 8 a 14 (voir aussi les points III 
et VIII). De plus, certains des ADNc divulgues dans les documents D2 (Theor. 
Appl. Genet., 1998, 97:1 145-1 154; Fig. 2, chromosome 4) et D3 (Theor. Appl. - 
Genet., 1998, 97:1155-1161; Fig. 1, chromosome 4) remplissent aussi lesdites 
conditions. 

Les revendication 8 a 14 ne sont done pas nouvelles au sens de I'article 33(2) 
PCT. 

3.1 Uattention du demandeur est attiree sur le fait que I'isolation d'ADNc est triviale et 
que, par consequent, un ADNc n'est considere comme inventif au sens de I'article 
33(3) POT que si ledit ADNc est associe a une fonction particuliere.* :7 „ /r 



Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

1 . Les revendications 3 et 5 ne satisfont pas aux conditions requises a I'article 6 
PCT, dans la mesure ou I'objet pour lequel une protection est recherchee n'est 
pas dairement defini. Les revendications tentent de definir cet objet par le resultat 
k atteihdre. De plus, un poids moleculaire est grandeur variable qui depend des 
conditions d'electrophorese, par exemple, ces conditions devraient done aussi se 
trouver dans les revendications. 



2. Les revendications 8 a 14 ne sont pas claires (article 6 PCT). Ces revendications 
tentent de definir un objet non-defini, i.e. un ADNc correspondant (cela signifie-t-il 
codant?) a une proteine non-definie (voir point III), ou ledit ADNc est defini par un 
precede utilisant une librairie indefinie, i.e. un ensemble de clone BAC 
chevauchant une region entre 2 marqueurs microsatellites. 
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I. Basis of the report 



1 This report has been drawn on the basis of iRepIacement sheets which have been Jurnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed ' and are not annexed to the report since they do not contain amendments ). 



I I the international application as originally filed. 

^ the description, pages Ll^^ 

pages 

pages 

pages 



as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
. filed with the letter of 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-14 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/14-14/14 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2- The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
^- ' — ' to go bevond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 



□ the said international application, or the said claims Nos. ^ — ^ , , — 
relate to the following subject matter which does not require an international prelimmao' exammation 



^ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
2SJ are so unclear that no meaningfufopinion could be formed (specify): 

See separate sheet 




the entire international application. 




because: 




the claims, or said claims Nos. . 6. 7 

by the description that no meaningful opinion could be formed. 



are so inadequately supported 




no internalional search report has been established for said claims Nos. 
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Supplemental Box 

(Jo be us ed when the space in any of the preceding boxes is not suHicient) 

Continuation of: Box III 

Product claims in which the products are defined in terms 
of their production method are only acceptable if the 
products per se fulfil the criteria of patentability, 
that is to say, inter alia, if they are novel and involve 
an inventive step. However, with regard to the present 
Claims 6 and 7, it is not possible to determine whether 
the proteins as defined fulfil those patentability 
criteria. This is due to the fact that the only technical 
feature of the said proteins is the fact that they form a 
complex with a pathogenic virus and that they are not 
recognised by a capsid anti-protein monoclonal antibody 
of the pathogenic virus. These proteins are not, however, 
defined by an amino acid sequence. Furthermore, and 
contrary to the arguments put forward by the applicant, 
the complexes formed by viral proteins with proteins of 
the host plant vary from one tissue to another (page 2, 
line 6, to page 3, line 2) . For these reasons, it is not 
possible to differentiate the said proteins from the 
majority of known and unknown proteins, and neither is it 
possible to determine whether the said proteins are 
novel . 

In view of the foregoing points. Claims 6 and 7 are so 
unclear (PCT Article 6) that no opinion can be formed as 
to novelty, inventive step or industrial applicability 
within the meaning of""pCT Article 33(2), (3) and (4) (PCT 
Article 34(4) (a) (ii) ) . Furthermore, the description does 
not support (PCT Article 6) the undefinable number of 
proteins covered by the scope of these claims. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelt}', inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 



2 C itations and exp lanations 

1. Since the priority date claimed by the present 
application is validly claimed, the document 
"Database EMBL, 2000, Access N' AZ132900", which is 
cited in the search report as a P-category document, 
cannot be considered to represent prior art within 
the meaning of PCT Article 33(2) and (3). 

2. Dl (Proceedings of the National Academy of Sciences 
USA, 1998, 95: 3323-3328), which is considered to 
represent the closest prior art, describes (see 
abstract; Figure 1; and page 3323, column 2, line 
37, to page 3324, column 1, line 2) a method for 
isolating proteins involved in transporting a 
pathogenic virus, from which the. method defined in 
independent Claim 1 differs in that the non- 
immunodetected bands are recovered, and not the 
detected bands as in the method of Dl . This 
difference makes- it possible to recover proteins . 
belonging to the host plant which link with the 
virus to form a complex. 

2.1 Thus, the problem addressed by the present Claim 1 
can be considered to be that of providing a method 
for recovering proteins belonging to the host plant 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (Januan' 1994) 
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Claims ]Z1 ^.^^ 

Claims 8-14 NO 

Claims 1-5 and 8-14 

Claims NO 
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and linked to the virus as complexes. 



2.2 None of the available prior art documents either 
discloses or suggests modifying the method of Dl to 
achieve that aim. 

Consequently, independent Claim 1 satisfies the 
requirements of PCT Article 33(2) and (3). 

2.3 Dependent Claims 2-5 define variations of the method 
defined in Claim 1 and are therefore likewise novel 
and inventive within the meaning of PCT Article 

33 (2) and (3) . 

3. Almost any DNA fragment of three or four nucleic 

acids satisfies the criteria defined in Claims 8-14 
(see also Boxes III and VIII). Moreover, some of the 
cDNAs disclosed in D2 (Theor. Appl . Genet., 1998, 
97: 114 5-1154; Figure 2, chromosome 4) and D3 
(Theor. Appl.' Genet., 1998, 97: 1155-1161; Figure 1, 
chromosome 4) also satisfy those criteria. 
Claims 8-14 are therefore not novel within the 
meaning of PCT Article 33(2). 



3.1 The applicant should note that the isolation of cDNA 
is widely known and that a cDNA is therefore only 

considered to be inventive within the meaning of PCT 
Article 33(3) if the said cDNA is associated with a 
particular function. 
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VEIL Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. Claims 3 and 5 do not meet the requirements of PCT 
Article 6 in so far as the subject matter for which 
protection is sought is not clearly defined. These 
claims attempt to define that subject matter in 
terms of the result to be attained. Furthermore, a 
molecular weight is a variable quantity which 
depends on the electrophoresis conditions, for 
example; these conditions should therefore also 
appear in the claims. 

2. Claims 8-14 are unclear (PCT Article 6). These 
claims attempt to define non-defined subject matter, 
i.e. a cDNA corresponding to {does this mean coding 
for?) a non-defined protein (see Box III), where 

said cDNA is defined by reference to a method using 
a non-defined library, i.e. a BAC clone set spanning 
a region between 2 microsatelli te labels.' 
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(54) Title: MEANSFORmENTIFYmG A NOVEL CIJVSS OF GENES RESISTANT TO THE RICE YELLOW MCmi^ 
AND THE LOCUS OF A MAJOR GENE OF RESISTANCE TO THE VIRUS, AND THEIR APPUCATIONS 

(54) Titre: MOYENS POUR UIDENTIHCAnON D*UNE NOUVELLE CXASSE DE GENES DE RESISTANCE AU VIRUS 
DE LA PANACHURE JAUNE DU RIZ ET DU LOCUS D*UN GENE M AJEUR DE LA RESISTANCE AU VIRUS. ET LEURS 
APPUCATIONS 

(57) Abstract: The invention concerns a method for capturing the target proteins indispensable to the infectious cycles of a patho- 
genic virus, in particular the rice yellow mottle virus (RYMV) and for cloning the genes involved in said processes. The invention 
therefore concems a method for identifying molecular markers of the resistance to RYMV. The method involves the isolation of said 
protein complexes widi viral particles. The method consists in subjecting the samples containing said complexes to electrophoresis 
and Western Blot using a capsid anti-protein monoclonal antibody, and in recuperating the non-immunodetected bands. The invention 
also concerns a cDNA capable of being hybridized with a BAC (Bacterial Artificial Chromosome) screened from a bank consisting 
of DNA fragments of a variety of rice such as IR64. Said BAC clone contains DNA sequences of the markers identified from the 
rice by means of a process which consists in comparing the AFLP (Amplified Length Polymoiphism) of resistant and sensitive rice 
plants. 

(57) Abrigi : L'invention a pour but de foumir une m^thode pour capturer les prot^ines cibles indispensables au cycle infectieux d*un 
virus pathogfene, notamment du virus RYMV et de doner les gfenes impliqu^s dans ces processus. L' invention vise done une m^thode 
pour ridentification de marqueurs mol^ulaires de r&istance au RYMV. La m^thode implique Tisolation des complexes desdites 
protSnes avec des particules virales. On soumet les ^hantillons renfermant lesdits complexes ^ une ^lectrophor^se et un Western 
Blot en utilisant un anticorps monoclonal anti-prot6ine de capside, et on r6cup6re les bandes non immunod^tect^s. U invention 
vise egalement un ADNc capable de s*hybrider avec un clone BAC (Bacterial Artificial Chromosome) cribl^ ^ partir d'une banque 
constitute de fragments d'ADN d*une vari€t£ de riz telle que IR64. Ce clone BAC renferme les sequences d* ADN des marqueurs 
identifies k partir de riz grdce ^ un proc^ comprenant la comparaison des profiles AFLP (Amplified Length Polymorphism) des 
plantes de riz resistantes et sensibles. 



wo 00/79001 Al IDIiillHIIIillilllH^^ 



En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se rifirer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
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Moyens pour ridentification d'line nouvelle classe de genes de resistance 
au virus de la panachure jaune du riz et du locus d'un gene majeur de la resistance 
au virus, et leurs applications. 

L'invention a pour objet des moyens, outils et procedes, pour 
ridentification d'une nouvelle classe de genes de resistance au virus de la 
panachure jaune du riz (en abrege RYMV pour Rice Yellow Mottle Virus) et du 
locus d'un gene majeur de la resistance au virus. 

Elle vise plus specialement, en tant qu'outils, des proteines essentielles 
pour le cycle infectieux ainsi que des marqueurs et des amorces PCR et leurs 
applications a Tetablissement de la cartographie physique de la resistance et au 
clonage du gene. 

RYMV est un virus endemique en Afrique. II presente des caracteristiques 
conmnmes avec les autres sobemovirus ; a savoir un seul ARN simple brin de 
polarite positive non polyadenyle et de petite taille, et des particules 
icosahedriques de symetrie T=3 produites en tres grande quantite dans la plante. 
Les particules virales sont aussi tres presentes dans les tissus vasculaires et 
principalement dans les vaisseaux. Chez quelques rares vaiietes de Tespece 
africaine de riz cultive Oryza glaberrima^ une resistance tres elevee au RYMV a 
ete identifiee. Mais comme les hybrides intersp6cifiques entre les deux especes 
de riz cultivees sont extremement steriles, les recherches anterieures n'ont pas 
permis de decrire ni de bases genetiques, ni de mecanisme de cette resistance. 

Les travaux des inventeurs dans ce domaine ont montre qu'une variete 
denommee Giganie, originaire du Mozambique et identifiee par TADRAO, de 
Tespece asiatique de riz cultive Oryza saliva, manifestait les memes 
caracteristiques que celles observees chez O, glaberrima, Les inventeurs ont 
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caracterise la resistance a RYMV en mettant en evidence qu'elle est liee a nn 
gene majeur de resistance recessif et identique chez les deux sources de 
resistance consideree (O. Sativa et O. glaberrimd), 

Cette resistance intervient au niveau du mouvement de cellule a cellule et 
se traduit par un blocage du virus au niveau des cellules infectees alors que la 
replication du virus est normale, 

Les travaux des inventeurs sur le RYMV ont montre que ce virus bouge et 
se multiplie differemment au cours du cycle infectieux. Dans la feuille inoculee 
(I, figure 11), c'est sous forme d'un complexe ARN viral et proteines virales 
(proteines de capside, PI et le cas echeant P3) qu'il se deplace localement en 
traversant les plasmodesmes des cellides epidenniques, des cellules du 
mesophylle, des cellules de la gaine perivasculaire (mestome et cellule de la 
gaine) pour atteindre les cellules vasculaires (parenchyme phloemien et 
xylemien). n se multiplie plus particulierement dans les cellules du parenchyme 
xylemien (II, figure 11). Dans les cellules vasculaires, avant le mouvement dit de 
longue distance, il s'encapside et se stabilise sous forme d'une particule 
compacte dans la vacuole a un pH acide et grace aux ions divalents Ca2*(II, 
figure 11). L'infection systemique ne pent se faire que si un grand nombre de 
particules stables sont produites. Dans les feuilles systematiquement infectees, le 
virus sort des tissus conducteurs pour se multiplier soit dans les jeimes tissus 
vasculaires, soit dans les cellules du mesophylle. A ce stade de I'infection le 
mouvement local se fait sous forme decapsidee (complexe viral RNA et 
proteines) ou encapsidee toujours a travers les plasmodesmes (III, figure 11). 

Lors de ces differentes etapes du cycle infectieux, le complexe viral et /ou 
le virion ont besoin d'etre identifie et transport^ par des proteines de la plante 
pour bouger, d'un compartiment cellulaire a im autre, d'une cellule a Tautre. 

Par exemple, les proteines de plantes liees au transport du virus ou de son 
complexe apparaissent presenter une fonction similaire (transport), mais sont 
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specifiques du tissu traverse (epiderme, mesophylle, mestome, gaine 
perivasculaire, phloeme, xyleme). Lorsque ces proteines sont traduites de 1' allele 
sauvage, ce sont des proteines de susceptibilite qui permettent au virus de se 
deplacer. Au contraire, T allele mute apparait conduire soit a une proteine moins 
fonctioimelle (resistance partielle), soit non fonctionnelle (resistance totale). 

D est done considere que ces proteines appaitiennent a une famille de 
gfenes dont la fonction cellulaire commune serait la reconnaissance du substrat et 
le transport a travers les plasmodesmes, mais sont difierentes au niveau de la 
specificite tissulaire (epidenne, mesophylle, mestome, gaine perivasculaire, 
phloeme, xyleme). 

La regulation du transport symplastique est tres probablement la fonction 
essentielle de cette famille de genes. 

Le RYMV est aussi im virus tres stable et il se presente dans la cellule 
sous plusieurs isoformes dont trois ont ete determinees : compacte, gonflee et 
iiitermediaire. Ainsi, suivant le pH cellvdaire (cytoplasme 7-8, vacuoles, vesicules 
et vaisseaux 4,5-6,5) la conformation et la charge exterieure de la particule 
changent. Cette charge lui permet de s'accrocher aux membranes et d'entrer dans 
ime cellule saine par un mecanisme d'endocytose. Enfin, au niveau cellulaire, les 
inventeurs ont montre que ce virus s'accimiule principalement dans les vacuoles. 
La presence in planta de trois isoformes, la compartimentation et Taccumulation 
virale dans les plantes partiellement resistantes ont ainsi permis de proposer un 
mecanisme original pour la tolerance au RYMV, distinct de la resistance. 

La tolerance au RYMV apparait en effet s'effectuer grace a une 
accumulation dans les vacuoles. Le tonoplaste, en separant physiquement les 
particules virales du compartiment cellulaire, empecherait toute interaction 
dommageable pour la machinerie cellulaire. Ainsi, le virus se multiplie, 
s'accumule sans tuer la cellule (done pas de symptomes). 
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L' association entre la cellule hote et le virus est tel que la plante se 
comporte alors comine une plante reservoir. 

Dans ce modele la co-evolution entre le virus et la plante hote a conduit le 
virus a s 'adapter pour finalement etre recoimu par la plante comme une simple 
proteine de reserve qui serait produite par la plante, transportee via le reticulum 
et I'appareil de Golgi vers la vacuole. Une invagination intense du tonoplaste 
(mecanisme d'autophagie) pourrait aussi permettre au virus produit dans le 
cytoplasme de s'accumuler dans la vacuole. 

De meme, ce mecanisme est egalement similaire a celui observe pour la 
detoxification de la cellule pour les metaux lourds ou le sel par exemple. 

Compte tenu de ces resiiltats, les inventexirs ont elabore une mediode pour 
identifier des proteines impliquees dans la reconnaissance et le transport cible de 
virus pathogenes dans les plantes, et doner les genes impliques dans ces 
processus. 

L*invention a done pour but de foumir une methode pour capturer les 
proteines cibles indispensables au cycle infectieux d'un virus pathogene 
notamment du virus RYMV et vise les proteines ainsi isolees. 

L'invention a egalement pour but de foumir un procede poxxr 
ridentification de marqueurs moleculaires du locus de resistance au RYMV. 

EUe vise egalement, en tant que tels, les fragments d'ADN tels que reveles 
par ce procede, et utilisables en tant que marqueurs. 

L'invention vise en outre les applications de tels marqueurs, notamment 
pour definir d'autres marqueurs de haute specificite vis-a-vis du locus de 
resistance et pour predire un phenotype resistant. 
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Llnvention vise tout particulierement I'application desdits marquexirs pour 
etablir la cartographie physique de la resistance et pour le clonage du gene. 

Uinvention vise encore, en tant que nouveaux produits, les sequences des 
amorces utilisees dans les techniques PCR mises en oeuvre. 

La methode d'isolement de proteines impliquees dans la reconnaissance et 
le transport cible d'un virus pathogene circulant via les plasmodermes dans une 
plante est caracterisee en ce qu'on soumet des echantillons renfermant des 
complexes desdites proteines avec des particules virales a une electrophorese et 
un Westem Blot en utilisant im anticoips monoclonal anti-proteine de capside, et 
on recupere les bandes non immxmodetectees. 

Selon une vaiiante, le complexe est obtenu a partir de virus extrait de 
plantes sensibles infectees. 

Le virus est plus particulierement le virus de RYMV et on recupere des 
proteines de 5, 24, 42, 49, 59, 66, 70, 77 et 210 kDa. 

Selon une autre variante, le complexe est obtenu a partir de virus purifie et 
mis en contact avec les proteines d*ime suspension cellulaire de plante sensible. 

En particulier, le virus est le virus de RYMV et on recupere des proteines 
de 24, 45, 51, 57, 63, 85 et au-dela de 120 kDa. 

Les proteines telles qu'obtenues par la methode d^finie ci-dessus entrent 
egalement dans le cadre de Tinvention en tant que produits nouveaux. 

L'invention vise I'application de ces proteines en particulier pour le 
clonage des genes de resistance a des virus pathogenes circulant via les 
plasmodermes dans une plante. 

L'invention vise en outre Tidentification de marqueurs du locus d'lm gene 
majeur de resistance a RYMV, comprend Tutilisation de marqueurs AFLP 
(Amplified Fragments Length Polymorphism) et fait appel a la technique PCR. 
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Ce precede d'identification est caracterise en ce qu'il comprend 

- ramplification selective de fragments d'ADN de riz d'une pait d'individus 
resistants, d'autre part d'individus sensibles, descendant de varietes parentales, 
ces fragments ayant ete prealablement soumis a une etape de digestion, puis de 
ligation pour fixer des adaptateurs complementaires d'amorces ayant, a leur 
extremite, im ou plusieurs nucleotides specifiques. Tune des amorces du couple 
etant marquee aux fins de revelation, 

- la separation des produits d'amplification, par 61ectrophorese sur gel dans 
des conditions denaturantes, et 

- la comparaison des profils d'electrophorese obtenus avec des melanges 
de fragments issus de descendants resistants et des melanges issus de descendants 
sensibles, avec les fragments provenant des varietes parentales, aux fins 
d'identification de bandes dont le polymoiphisme est genetiquement lie au locus 
de resistance, cette identification etant suivie le cas echeant, k titre de validation, 
d'lme verification sur chacun des individus et du calcul du taux de recombinaison 
genetique entre le marqueur et le locus de resistance. 

Dans un mode de realisation de Finvention, les fragments d'ADN sont 
obtenus par digestion des ADN genomiques de plantes r6sistantes d*une part, et 
de plantes sensibles d'autre part, et de leurs parents, a Taide d'enzymes de 
restriction. 

Des enzymes de restriction qui se sont revelees appropriees comprennent 
EcoRI et Msel. 

De courtes sequences nucleotidiques sont fixees aux fragments de 
digestion (adaptateurs) pour generer des extremites franches auxquelles sont 
ensuite fixes des adaptateurs. 
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Les amorces utilisees dans Tetape d*amplification sont complementaires de 
c'es adaptateurs avec, a leur extremite 3', de 1 a 3 nucleotides qui peuvent etre 
variables. 

L'etape d*amplification est conduite avantageusement selon la technique 

PGR. 

Des profils d'amplification specifiques sont obtenus avec des couples 
d'amorces possedant a leur extremite, respectivement, des motifs AAC et CAG, 
ACC et CAG, ou encore AGC et CAG. 

Les sequences correspondant aux adaptateurs EcoRI et Msel sont 
respectivement GAC TGC GTA CCA ATT C (SEQ ID N^l) et GAT GAG TCC 
TGA GTA A (SEQ ID N° 2). 

Les couples d'amorces mis en oeuvre pour Tamplification sont alors 
avantageusement choisis panni E-AAC/M-CAG ; E-ACC/M-CAG ; et E- 
AGC/M-CAG ; dans lesquels E et M correspondent respectivement a SEQ ID 
N° 1 et SEQ ID N°2. D'autres couples sont donnes dans le tableau 6 dans les 
exemples. 

L'etude comparative des profils d'amplification obtenus pemiet de reveler 
des bandes polymoiphes specifiquement presentes chez les varietes sensibles et 
leurs descendants sensibles, comme expose dans les exemples, et correspondant 
en consequence a des marqueurs de resistance. 

En particulier, la revelation sur gel d'electrophorese en conditions 
denaturantes conduit a Tidentification de 2 bandes marqueurs Ml et M2 
respectivement de 510 pb et 140 pb. 
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Ces 2 bandes detenninent, d'apres Tanalyse des doiinees de segregation, un 
segment chromosomique de 10 a 15 cM portant le locus de resistance et sont 
situees de part et tfautre de ce locus, a 5-10 cM. 

Selon une disposition du precede de Tinvention, les bandes polymorphes 
identifiees en tant que marqueurs specifiques du locus de la resistance au RYMV 
sont isolees a partir des gels. On opere avantageusement par excision des gels 
d'electrophorese, Cette etape d'isolement est suivie d'une purification en 
procedant selon les techniques classiques. On dispose ainsi de fragments d'ADN. 

Selon une autre disposition de Tinvention, lesdits fragments purifies sont 
clones dans un vecteur approprie, tel qu^un plasmide, introduit dans des cellules 
botes, notamment des cellules bacteriennes comme celles de E. coli, 

Selon encore une autre disposition de Tinvention, les fragments d*ADN 
purifies et clones sont sequences. 

Mettant a profit les sequences des inserts correspondant auxdits fragments 
d*ADN, rinvention fr)umit egalement un procede d'obtention de marqueurs de 
grande specificite vis-a-vis du locus d'lm gene majeur de resistance au RYMV. 
Ce procede est caracterise en ce qu'on definit des couples d'amorces PGR 
complementaires de fragments de la sequence d'un insert doime, on procede a 
une amplification specifique de Finsert a Taide de ces couples d'amorces, puis on 
soumet les produits d'amplification a une migration sur gel d'electrophorese. 

Ces sequences d'ADN sont utilisables pour identifier un polymorphisme 
lie au locus de resistance dans une variete de riz a etudier suivant drfferents 
procedes, ainsi que decrit dans les exemples : 
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1) en identifiant directement un polymorphisme de taille de ces sequences 
d'ADN apres amplification specifique et separation des fragments sur gel 
d'agarose, 

2) en digerant les produits d'amplification par des enzymes de restriction 
5 pour separer les produits de digestion sur gel d'agarose, 

3) en utilisant ces sequences conune des sondes pour hybrider TADN de 
varietes de riz prealablement digerees par une enzjme de restriction et determiner 
un polymorphisme de restriction. 

L'invention vise, en tant que nouveaux produits, les bandes AFLP 
10 polymorphes telles qu'identifiees par le proced6 defini ci-dessus, a partir d'ADN 
de plantes de riz, et le cas echeant isolees, purifiees et sequencees. 

Ces bandes AFLP sont caracterisees en ce qu'elles sont specifiquement 
mises en Evidence dans ime variete sensible au RYMV (IR64) et dans la fraction 
de plantes sensibles issues du croisement de cette variete avec la variete 
15 resistance Gigante comme decrit dans les exemples. 

L*invention vise tout specialement les sequences d'ADN correspondant a 
ces bandes polymorphes, et qui pennettent de definir im segment du chromosome 
4 de 10-15 cM portant le locus de resistance au RYMV. 

Compte tenu de leur precede d'obtention, les bandes AFLP correspondent 
20 a des fragments de restriction et en particulier, conformement a un mode de 
realisation du procede de Tinvention, a des fragments EcoRJ - Msel. 



wo 00/79001 



PCT/FROO/01723 



10 

Des fragments de ce type sont appeles marqueurs Ml et M2 et sont 
caracterises par une taille, respectivement, de 510 pb et de 140 pb en gel 
d'electrophorese en conditions denaturantes. 

Ces fragments sont caracterises en ce qu'ils correspondent a des sequences 
d'ADN flanquant le locus de resistance et situes de part et d'autre de ce dernier a 
5-10 cM. 

L'invention vise un ADNc tel que defini ci-dessus, caracterise en ce que 
lesdites sequences d'ADN correspondant auxdites bandes polymorphes, portent le 
locus de resistance a RYMV et definissent un segment inferieur a lOcM. 

L'invention vise egalement des fragments clones dans des vecteurs tels que 
plasmides, ces vecteurs de clonage en tant que tels, caracterises par le fait qu'ils 
comportent de tels fragments, et les cellules botes transformees a Taide de ces 
vecteurs, tels que des cellules bacteriexmes conune E, coli. L'invention vise 
notanunent la sequence d'ADN correspondant au fragment identifie comme 
marqueur Ml et repondant a la sequence SEQ ID N"" 3 suivante : 

CGTGCTTGCTTATAGCACTACAGGAG AAGGAAGGGGAACACAACAGC 

CATGGCGAGCGAAGGTTCAACGTCGGAGAAACAGGCTGCGACGGGCA 

GCAAGGTGCCGGCGGCGGATCGGAGGAAGGAAAAGGAGGAAATCGA 

A GTTATGCTGGAGGGGCTTGACC TAAGGGCAGATGAGGAGGAGGATG 

TGGAATTGGAGGAAGATCTAGAGGAGCTTGAGGCAGATGCAAGATGG 

CTAGCCCTAGCCACAGTTCATACGAAGCGATCGTTTAGTCAAGGGGCT 

TTCTTTGGGAG TATGCGCTCAGCATGGAACTGC GCGAAAGAAGTAGAT 

TTCAGAGCAATGAAAGACAATCTGTTCTCGATCCAATTCAATTGTTTG 

GGGGATTGGGAACGAGTTATGAATGAAGGTCCA TGGACCTTTCGAGG 

ATGTTCGGTGCTCCTCGCAGAATATGA TGGrTGGTrr A ArxATTrxA AT 

La sequence d'ADN du marquexir Ml presente une taille de 471 pb. 

L'invention vise encore, en tant que nouveaux produits, les sequences de 
nucleotides utilisees comme amorces d'amplification en PGR. 
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De telles amorces compreiment les couples E-AAC/M-CAG ; E- 
ACC/M-CAG ; E-ACC/M-CAG ; dans lesquels E et M correspondent 
respectivement a SEQ ID N° 1 et SEQ ID N° 2. 

D'autres amorces encore sont complementaires de sequences identifiees 
dans la sequence du fragment design^ par marqueur Ml. n s'agit en particulier de 
sequences (5', 3') choisies parmi : 

AGGAAGGGGAACACAACAGCC (21 pb) (SEQ ID N° 4) 
TTATGCTGGAGGGGCTTGACC (21 pb) (SEQ ID N° 5) 
GCAGTTCCATGCTGAGCGCAT (21 pb) (SEQ ID N° 6) 
CCGAACATCCTCGAAAGGTCC (21 pb) (SEQ ID N° 7) 
TCATATTCTGCGAGGAGCACC (21 pb) (SEQ ID N° 8) 

L'invCTtion vise egalement la sequence d'ADN correspondant au fragment 
identi£6 comme marqueur M2 et r6pondant k la sequence SEQ ID N^P 
AATTCACCCC ATGCCCTAAG TTAGGACGTT CTCAGCTTAG TGGTGTGGTA 
GCTTTTTCTA TTTTCCTAAG CACCCATTGA AGTATTTTGC ATTGGAGGTG 
GCCTTAGGTT TGCC TCTGTTA 

La taille de M2 est de 120 pb. 

Des amorces sp^cifiques compl^entaires des sequences identifies dans 
la sequence de M2 ont ete definies. De telles sequences repondent aux enchainements 
suivants (5', 3') : 

SEQ ID N°10 

AACCTAAGGCCACCTCCAAT 
SEQIDN^U 

GCAAACCTAAGGCCACCTC 
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SEQIDN^12 

ATTCACCCCATGCCCTAAG 

Selon encore nn autre aspect, rinvention vise Tutilisation des sequences 
d'ADN obtenues avec les amorces ci-dessus pour definir des polymorphismes 
permettant Tidentification de phenotypes resistants. 

Uinvention conceme egalement un procede d'identification de la sequence 
d'ADN portant le gene majeur de la resistance au RYMV, Ce procede est 
caracterise par le criblage d*une banque constituee de firagments d'ADN de 100 a 
150 kb de la variete IR64 ou autre, telle que la banque BAC (Bacterial Artificial 
Chromosomes), clones dans des bacteries, pour selectionner le ou les clones de la 
banque renfennant les marqueurs definis ci-dessus et le gene de resistance au 
RYMV. 

Une telle banque BAC est disponible aupres de TIRRI. 

Pour identifier le gene du ou des clones selectionnes, on procede a 
I'identification a partir du jus brut de proteines extraites de plantes, de la fi-action, 
puis de proche en proche, de la proteine qui mise en presence de virus purifie 
permet le mouvement de cellule a cellule dans la variete resistante. La ou les 
proteines candidates sont alors sequencees partiellement soit a partir de 
Texlremite N-terminale, soit a partir de fi^agments internes liberes par hydrolyse. 
Des amorces peuvent etre ainsi definies et sont utilisees pour amplifier des ADNc 
correspondants. Aux fins de validation, on verifie que ces ADNc vont 
obligatoirement aller hybrider les clones BAC places dans I'intervalle compris 
entre les marqueurs microsatellites. 

En variante, on procede au sous-clonage du fi-agment BAC contenant le 
gene en elements de plus petite taille sous forme de cosmides qui sont ensuite 
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reordonnes de maniere a couvrir I'ensemble du clone BAC de depart. Ces 
cosmides sont utilises en transformation genetique pour realiser un test de 
complementation fonctionnelle permettant de valider la sequence contenue dans 
le cosmide et correspondant a TADNc isole par Tapproche proteine. II s'agit en 
Toccurence de demontrer que la synthese de la proteine responsable du 
mouvement du virus de celltile a cellule permet de rendre sensible la variete 
resistante. 

L'invention vise ainsi un ADNc capable de sTiybrider avec un clone BAC 
crible a partir d'xme banque constituee comme indique ci-dessus de fragments 
d'ADN de 100 a 150 kb d'une variete de riz telle que IR64, par exemple de 
banque BAC (Bacterial Artificial Chromosomes), ce clone BAC appartenant a un 
contig (ou ensemble de clones BAC chevauchant) de clones BAC renfermant les 
sequences d'ADN des marqueurs identifies a partir de riz grace au precede defini 
ci-dessus. 

Conformement a Tinvention, le gene de resistance pent etre transfere a des 
variet6s sensibles par voie conventionnelle grace a Tutilisation de marqueiu-s 
genetiques specifiques qui lui sont lies. Ainsi des varietes resistantes poim-ont 
Stre d^veloppees beaucoup plus facilement et beaucoup plus rapidement. 

On notera de plus avec interet que la sequence de ce gene facilite Tacces a 
des g^es de resistance tfautres virus (Potjndrus par exemple) qui sont 
pathogenes d'autres plantes, mais caracterises par le meme mecanisme 
(mouvement de cellule a cellule). L'invention foumit ainsi des moyens de grand 
interet pour I'am^lioration des plantes bases sur des resistances naturelles aux 
pathogenes des vegetaux. 
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D'autres caracteristiques et avaatages de rinvention seront doiines dans les 
exemples qui suivent, dans lesquels il est fait reference aux figures 1 a 15 qui 
representent respectivement 

- la figxu-e 1 : le clonage du marqueur Ml dans le plasnude PGEMTeasy. 
La digestion du plasnwde montre un fragment d'ADN de 510 pb correspondant a 
labande Ml ; 

- la figure 2 : Tamplification du marqueiu: Ml dans les quatre varietes de 
riz (Azucena, Gigante, IR64 et Tog5681) en utilisant les couples d'amorces 

2-4) : 291 pb ; (2-5) : 310 pb ; (1-3) : 288 pb ; 

(1-4) :406 pb ; (1-5) : 425 pb ; (2-3). Le fragment Ml est leg^rement plus grand 
chez Tog5681 que chez les autres varietes ; 

- la figure 3 : Tidentification de sites de restriction sur la sequence du 
marqueur Ml chez les 4 varietes IR64, Azucena, Gigante et Tog5681 ; 

- la figure 4 : la digestion du marqueur Ml avec I'enzyme Hpall apres 
amplification PGR en utilisant les couples d'amorces (1-3), (1-4) et (1-5) sur les 
quatre varietes (Azucena, Gigante IR64 et Tog5681). La presence d'un site de 
restriction Hpall dans les varietes IR64 et Tog5681 libere im firagment de 86 pb 
qui reduit d'autant la taille du firagment amplifie, 

- la figure 5 : la caracterisation du marqueur Ml sur les plantes sensibles 
et resistantes de la descendance F2 (IR64 x Gigante). Les plantes F2 resistantes 
ont le profil du parent resistant (IR64-absence du site Hpall), a I'exception 
d'un seul recombinant, les plantes resistantes ont le profil du parent sensible 
(IR64-presence du site Hpall) a Texception de deux recombinants ; 
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- la figure 6 : la segregation du marqueur Ml dans la population HD (IR64 
X Azucena) : IR64-Azucena-30 individus HD (IR64 x Azucena); 

- la figure 7 : la carte de liaison genetique du chromosome 4 du riz avec le 
positionnement du marqueur Ml et Tidentification de Tintervalle dans lequel se 
trouve le locus de resistance ; 

- la figure 8 : ITiybridation du marqueiu* Ml utilise comme sonde sur des 
membranes portant TADN des 4 varietes (IR64, Azucena, Gigante et Tog5681) 
digerees par 6 enzymes de restriction Apal, Kpnl, PstI, Seal, Haein. La variete 
Tog5681 presente un profil de restriction different des autres varietes pour 
Tenzyme Seal qui peut etre utilisee pour marquer le locus de resistance de cette 
variete ; et 

- la figure 9 : ITiybridation du marqueur Ml utilise comme sonde sur des 
membranes portant TADN d'individus issus de recroisement (IR64 x Tog5681) x 
Tog 5681 et digeres avec Tenzyme Seal. Cette descendance est en segregation 
poiu la resistance au RYMV. Les individus sensibles (5) montrent tons la bande 
dlR64 associee a la bande de Tog5681 (individus heterozygotes). Les individus 
resistants (9) ne montrent que la bande de Tog5681 a Fexception d'un individu 
recombinant, 

- la figure 10 : la cartographie et I'ancrage du locus de resistance elevee au 
RYMV sur la carte IR64 x Azucena, 

- la figure 11, le mouvement du virus de RYMV dans une plante, apres 
inoculation dans une feuille, 

- la figure 12, les chromatogrammes a partir de virus extraits de plantes 
sensibles infectees, et 

- les figures 13 a 15, un chromatogramme apres injection de virus, un gel 
SDS PAGE et im inununoblot avec xm anticorps anti-proteine de capside. 
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Exemple 1 : Identification des varietes sources de resistance 

Les varietes utilisees dans Tetude de la resistance et en particulier les deux 
varietes resistantes Gigante et Tog5681 ont ete caracterisees grace a des 
marqueiurs microsatellites sur un 6chantillonnage representatif de loci. 

Le polymorphisme se manifeste par le nombre de repetitions d'un court 
motif nucleotidique, le plus souvent binucleotidique qui est caracteristique d'une 
variete donnee. 

Sur un ensemble de loci, les alleles repertories permettent de disposer des 
caracteristiques specifiques de chaque variete. 

La mise en evidence de ces marqueurs microsatellites s'effectue par 
I'amplification de TADN avec des amorces specifiques determinees par Chen et 
a/.(l), suivie d'une migration sur gel de polyacrylamide en conditions 
denaturantes suivant le protocole decrit par les memes auteurs. 

Le tableau 1 donne les resultats a partir d'un systeme de reference etabli 
par Chen et aL, ci-dessus suivant lequel les alleles sont identifies par le nombre 
de repetitions du motif comparativement a la variete IRS 6 qui sert de temoin. Les 
deux varietes Gigante et Tog5681 sont ainsi decrites specifiquement sur 15 loci 
vis-a-vis de toutes autres varietes (les marqueurs microsatellites sont donnes dans 
la lere colonne). 
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Exemple 2 : Caracterisation de la resistance 

La resistance a ete caracterisee a partir de rinoculation artificielle de 
jeunes plantules avec du virus comparativement a une variete temoin IR64 
extremement sensible. 

Le contenu en virus a ete suivi pendant 60 jours apres inoculation grace a 
des tests ELISA sur les demieres feuilles emises. 

Ces tests n'ont jamais pu mettre en evidence de signal significativement 
different de plantes temoins non iaoculees par le virus. 

Une autre experimentation a ete realisee en inoculant des protoplastes 
isoles des deux varietes Tog5681 et Gigante. Dans les deux cas, il possible de 
detecter la presence des proteines virales (proteine de la capside et proteine de 
mouvement PI), ainsi que Taccumulation d'ARN viral, qui temoignent de la 
capacite de ces protoplastes a multiplier le virus, et ceci de la meme maniere que 
les protoplastes de varietes sensibles comme IR64. 

Ainsi, si on considere que la replication, le mouvement de cellule a 
cellule, et le transport a longue distance a travers les vaisseaux, sont les trois 
etapes principales du deroulement du cycle infectieux dans la plante, la resistance 
de ces deux varietes reside le plus logiquement dans un blocage du virus au 
niveau des cellules infectees. 

Exemple 3 : Genetique de la resistance 

DifEerents croisements Fl ont et6 realises entre la vari6te d'O, sativa 
resistante (Gigante), une variete d*C>. glaberrima resistante Tog5681 (egalement 
identrfi^e par TADRAO) et la variete de reference tres sensible IR64 
(selectionnee a TIRRI). 

La culture du materiel vegetal, les croisements et la production des 
descendances ont ete realises dans les serres de TIRD k Montpellier. 



wo 00/79001 PCT/FROO/01723 

19 



Les hybrides Fl obtenus entre les varietes sensibles et resistantes ont ete 
testes poxar la resistance au virus du RYMV par test ELISA et suivi des 
symptomes. 

Ces hybrides Fl se sont tous reveles aussi sensibles que le parent sensible 
et ont done montre que la nature de la resistance etait recessive. 

En revanche, les hybrides entre les deux sources de resistance Gigante et 
Tog5681 n'ont donne que des hybrides Fl resistants en faveur d'un seul et 
unique locus de resistance chez ces deux sources de resistance. 

Ces resultats sont resumes dans le tableau 2 ci-apres. 

Ce tableau donne la distribution des reponses ELISA (A 405 nm) dans les 
feuilles infectees par voie systemique des hybrides Fl, des backcross et des 
descendants F2 obtenus a partir des backcross entre la variete IR64 sensible et les 
2 cultivars resistants Gigante et Tog5681. 
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En ce qui conceme Gigante, Theredite de la resistance a ete confirmee par 
un test de resistance sur 55 families F3 du croisement (IR64 x Gigante). Les 
resultats sont donnes dans le tableau 3. 
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Reaction de digestion (25 ul) : 
5^1d'ADN(50ng/nil) 
0,2 jxl (2 U) de EcoRI (10 U/^l) 
0,2 \jd (2 U) de Msel (5 U/^1) 
5 [il de tampon T4 ligase 5X 
14,5 ^il de H2O. 

La reaction de digestion s^eflfectue pendant deux heures a 37°C, puis 15 
min. a 70°C pour inactiver les enzymes de restriction. Apres digestion, il est 
procede a une reaction de ligation. 
Reaction de ligation (50 ^I) : 

25 ^1 du milieu reactionnel de double digestion 

1 |il d*adaptateur EcoRI 

1 ^1 d'adaptateur Msel 

5 fil de tampon T4 Ligase 5X 

1 nl(lU) de ligase (10 U/^1) 

17 ^1 H2O. 

La reaction de ligation s'effectue a 37°C, pendant 3 heures, suivie d*ime 
inactivation de TenTyme a 60°C pendant 10 min. 
c - Amplification 

L'amplification proprement dite a ete realisee en deux etapes 
preamplification et amplification specifique. 

CI - Reaction de pre amplification (50 \iY) 

5 III du milieu reactionnel renfermant I'ADN digere et fixe aux 
adaptateurs, dilue au 1/10 

0,5 \il d'amorce EcoRI (150 ng/^1) 
0,5 III d'amorce Msel (150 ng/p.1) 
2 ^1 de melange de nucleotides 5 mM 
5 III de tampon 10 X, Promega 
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5 ^1 de MgCl2 25 mM 

0,2 |il (1 U) de Taq polymerase (5 U/^l) 

31,8 ^1 de H2O. 

Les caracteristiques de la pre-amplification par PGR sont les suivantes : 
20 cycles avec denaturation : 30 sec a 94^C 
hybridation : 30 sec a 56**C 
elongation : 1 min a ll'^C 

L'amplification selective se fait a partir d'un aliquote de la premiere 
amplification diluee au 1/30 en utilisant des amorces ayant 3 nucleotides selectifs 
a Textremite 3*, et en marquant Tune des amorces pour reveler les bandes sur un 
film autoradiographique. 

On utilise les couples d'amorces suivants : 
E-AAC/M-CAG 
E-ACC/M-CAG 
E-AGC/M-CAG, 
dans lesquels 
E repond a la sequence 

GAG TGG GTA GGA ATT G (SEQ ID N*^l), et 
M a la sequence 

GAT GAG TGG TGA GTA A (SEQ ID 2). 

La temperature dliybridation est dinMnu^e de 0,7°G par cycle, pendant les 11 
cycles suivants : 

20 demiers cycles denaturation : 30 sec a 90°G 
hybridation : 30 sec a SS^'C 
elongation : 1 min a 72°G 
On procede au marquage de Tamorce EcoRI (ramene a un tube de 0,5 jil) : 
0, 18 jil de Tamorce EcoRI (5ng) 
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0,1 lil de ATP (10 mCu/\ii) 

0,05 de tampon kinase 10 X 

0,02 jil (0,2U) de T4 polymerase kinase (lOU/jil) 

0,15 ^il de H2O. 

La reaction de marquage se fait a 37°C pendant 1 heure et est 
arretee par 10 minutes a 70°C. 

C2 - Reaction d'amplification specifique 
(20 aV) : 

0,5 III d'amorce EcoRI marquee 

5 |il du milieu reactionnel de pre-amplification, dilue au 1/30, 

0,3 ^1 tfamorce Msel (100 ng/^l) 

0,8 ^il de melange de nucleotides 5 mM 

2 ^l de tampon 10 X Promega 

2 jil de MgCl2 25 mM 

0,1 III (0,5 U) de Taq polymerase (5 U/jil) 

9,3 ^il de H2O. 

Les caracteristiques de I'amplification sont les suivantes : 

32 cycles avec 
. pour le premier cycle : 

denaturation : 30 sec a 94''C 

hybridation : 30 sec a 65*^0 

Elongation : 1 min a 72*'C 
. les 11 cycles suivants : les memes conditions que precedemment, avec 
diminution a chaque cycle de 0,7°C de la temperature dliybridation ; et pour 
. les 20 demiers cycles : 

d6naturation : 30 sec a PO^'C 

hybridation : 30 sec a 56°C 

elongation : 1 min a 72°C 
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d - Electrophorese et Autoradiographie 

A la fin de la reaction d^amplification, 20 |al de tampon de charge sont 
ajoutes (98 % de formamide, 0,005 % de xylene cyanol et 0,005 % de bleu de 
bromophenol). Les produits d^amplification sont separes par electrophorese sur 
gel de polyacrylamide denaturant (6 % d'acrylamide, 8 M d'uree) avec un tampon 
de migration TBE (Tris 18 mM, EDTA 0,4 mM, acide borique 18 mM, pH 8,0) 
pendant 3 heures de migration a puissance de 50 watts. Apres migration, le gel 
est fixe dans une solution IV d*acide acetique/2V d'ethanol absolu pendant 20 
minutes. Le gel est transfere sur un papier Wattman 3M et seche pendant 45 
minutes a 80°C avec un secheur de gel. Le gel est place dans une cassette avec xm 
film ultrasensible. L'autoradiographie est revelee apres deux jours d'exposition. 
La comparaison des profils obtenus chez les parents et les pools de plantes 
sensibles ou resistantes permet d'identifier des bandes presentes dans Tun des 
pools, mais absentes dans I'autre. Ces bandes candidates au marquage de la 
resistance sont ensuite verifiees individuellement sur chacxme des plantes 
composant les pools d*ADN. 

e - Resultats 

L'etude des resultats obtenus montre que les deux marquem-s appeles Ml 
et M2 sont presents chez le parent sensible (IR64X ainsi que dans toutes les 
plantes F2 (IR64 x Gigante) composant le pool de plantes sensibles, alors que 
cette bande est absente chez le parent resistant (Gigante) et qu'im seul individu 
du pool resistant manifeste cette bande. Le meme type de variation est observe 
dans le recroisement (IR64 x Tog5681) x Tog5681. Les autres marqueurs 
identifies dans cette analyse (MS a M6) montrent aussi la meme variation: 
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- presence des bandes chez le parent sensible et le pool des plantes 
sensibles F2 (IR64 x Gigante) ainsi que les plantes sensibles du recroisement 
(IR64 X Tog5681) x Tog5681. 

- absence de bande chez les parents resistants Gigante et Tog5681, chez le 
pool des plantes resistantes F2 (IR64 x Gigante) et chez les plantes resistantes du 
recroisement (IR64 x Tog5681) x Tog568L 

Les donnees de segregation entre les marqueurs AFLP Ml a M6 et le 
locus de resistance pour les pools F2 (IR64 x Gigante) et le backcross 
interspecifique (IR64 x Tog5681) x Tog5681 sont resumees dans les tableaux 4 et 
5, L'analyse des donnees de segregation et des rares recombinants observes dans 
les deux croisements pennet d'evaluer les taux de recombinaison entre ces 
difPerents marqueurs et le locus de resistance. En particulier, les marqueurs Ml 
d'une part et les marqueurs M2 a M6 d'autre part determinent un segment 
inferieur a 10-15 cM portant le locus de resistance. Ml et M2 sont ainsi a moins 
de 5-10 cM et places de part et d'autre de ce locus. 
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TABLEAU 4 






Nombre d'individus observes 




Phenotype 




Resistant 




Sensible 




Genotype resistance RYMV 
Marqueur AFLP 


-A 


tt 

+/- 


gg it 
It 

+/ 

+/ 


It It 
+/. V- 




Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 

Backcross intersiDecifique Tog5681 


10 
11 


1 


1 - 

10 
- 0 


0 

8 






Resistance/Marqueur M2,M3,M4,M6 




Nombres d'individus observes 




Phenotype 




Resistant 




Sensible 




Genotype resistance RYMV 
Marqueur AFLP 


tt/gg 


tt 
+/- 


gg It 
+/ -/- 


It II 
+/- -/- 


// 

+/ 


Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspecifique Tog5681 


11 
10 


2 


0 - 
- 0 


0 

8 


10 




Resistance/Marqueur M5 




Nombre d'individus observes 




Phenotype 




Resistant 




Sensible 




Genotype resistace RYMV 
Marqueur AFLP 


tt/gg 
-/ 


tt 

+/- 


gg It 
n 

+/ -/- 
+/ 


It U 
+A -/- 




Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 


11 

0 










Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspecifique Tog5681 


9 


3 


10 
0 


- - 0 
8 
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TABLEAU 5 



Maiqueur Ml/Marqueurs M2,M3,M4,M6 Nombre d'individus observes 



Genotype Ml -/* +/* -/- -/- 

Genotype M2,M3,M4,M6 +/* -/- +/* -/- 



Pool F2 resistant (IR64 X gigante) 0 1 0 10 

Pool F2 sensible (IR64 X gigante) 10 0 0 0 

Backcross interspecifique Tog5681 11 2 2 11 



Marqueur Ml/Marqueur .MS 

Genotype Ml 
Genotype M5 



Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspecifique Tog5681 



Nombres d'individus observes 



+/* -A +/* V- 



0 1 0 10 

10 0 0 0 

11 2 3 10 



Marqueur M5/Marqueurs M2,M3,M4,M6 Nombre d'individus observes 



Genotype M5 






-/- 


./- 


Genotype M2,M3,M4,M6 


+/* 


-/- 




-/- 


Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 


0 


0 


0 


11 


Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 


10 . 


0 


0 


0 


Backcross interspecifique Tog56Sl 


13 


1 


0 


12 



* : (-) backcross interspecifique Tog568 1 .(+ ou-) pool F2 
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Exemple 5 : Isolement du marqeur Ml 

Une nouvelie amplification, avec le meme couple d' amorces, a ete 
realisee, suivie d*ime migration sur gel de polyacrylamide dans les memes 
conditions que celles enoncees ci-dessus. La revelation a ete faite par une 
coloration au nitrate d'argent, avec le kit silver staining (Promega), pour 
visualiser directement les bandes sur le gel. Apres revelation, la bande Mia ete 
excisee du gel, puis I'ADN a ete elue dans 50 ^il d'eau a 4°C pendant une nuit. 

Un aliquot de 5 p.1 a ete preleve et r6amplifi6 avec les memes couples 
d'amorces avec un marquage au P^^. Le produit d*amplification a ete s6pare a 
nouveau sur gel d'acrylamide denaturant a 6%, et compare aux parents et, axix 
pools sensibles et resistants. La piste correspondant k ce produit d' amplification 
montre ime seule bande de 510 pb migrant exactement au m6me niveau que la 
bande d'origine qui avait ete excisee. Un autre aliquot de 5 |il a ete egalement 
amplifie avec les memes amorces et a ete separe sur gel d'agarose a 1,8%. La 
bande correspondant a la taille attendue (510pb) a ete a nouveau excisee et 
purifiee avec xm kit gene clean (Promega). 

Exemple 6 : Clonage et Sequenpage du Marqueur Ml 
. clonape 

3 }il du produit de purification ont ete utilises pour une reaction de clonage 
pendant xme nuit k 37^C. 

3 |il de produit de purification 
1 \il de vecteiu: PGEMTeasy 

1 yd de T4 Tampon ligase 10 X 
1 ^l de T4 DNA Ligase 

4 ^l de H2O 
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La transformation a 6t6 r^alisee avec la souche E. Coli JM109 en 
ajoutant 5 |il du produit de clonage a 100 jxl de cellules competentes de E, Coli 
JM109. Une preculture a ete realisee sur milieu de culture LB pendant 1 heure, a 
37 ^C. Ensxiite les bacteries ont ete etalees sur boite de Petri contenant de Tagar a 
1/1000 d'ampicilline. 50 |al d'IPTG-XGal sent ajoutes juste avant Tetalement 
des bacteries pour selectionner les bacteries transformees. Une colonie blanche 
(transformee) a ete selectionnee et remise en culture dans les memes conditions 
(Agar plus ampicilline), 

A partir de cette culture, une mini-preparation d'ADN plasmidique a ete 
realisee avec le kit Wizard plus (Promega). L'ADN plasmidique contenant 
rinsert a 6te digere avec Tenzyme EcoRI pour verifier la presence du marqueur 
Ml. Un gel d'agarose a 1,8% a permis de verifier la presence de la bande de 3 kb 
correspondant au plasmide et de la bande de 510 pb corespondant au marqueur 
Ml (photo 1). 



. Sequencage 

La sequence de Tinsert (SEQ ID N*" 3) est la suivante (5', 3') : 
SEQIDN°3 

20 30 40 50 60 70 

GTGCTTGCTTATAGCACTACAGGAG AAGGAAGGGGAACACAACAGCC 

ATGGCGAGCGAAGGTTCAACGTCGGAGAAACAGGCTGCGACGGGCAG 

CAAGGTGCCGGCGGCGGATCGGAGGAAGGAAAAGGAGGAAATCGAA 

GTTATGCTGGAGGGGCTTGACC TAAGGGCAGATGAGGAGGAGGATGT 

GGAATTGGAGGAAGATCTAGAGGAGCTTGAGGCAGATGCAAGATGGC 

TAGCCCTAGCCACAGTTCATACGAAGCGATCGTTTAGTCAAGGGGCTT 

TCTTTGGGAG TATGCGCTCAGCATGGAACTGC GCGAAAGAAGTAGATT 

TCAGAGCAATGAAAGACAATCTGTTCTCGATCCAATTCAATTGTTTGG 

GGGATTGGGAACGAGTTATGAATGAAGGTCCA TGGACCTTTCGAGGAT 

GTTCGGTGCTCCTCGCAGAATATGA TGGCTGGTrrAAOATTrTAAT 
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Les sequences correspondant aux amorces utilisees pour les amplifications 
AFLP ont ete retrouvees et montrent que la bande correspond a un fragment de 
restriction (EcoRI - Msel). 

En deduisant les sequences correspondant aux amorces, la taille reelle du 
fragment d'ADN de riz clone est de 471 pb. 

L'utilisation des differents couples d'amorces (1-3), (1-4), (1-5) d'une part 
et (2-3), (2-4), (2-5) d'autre part pennet de valider le clonage de la bande AFLP 
Ml. ^amplification de TADN des varietes utilisees dans les croisements avec ces 
amorces ne montre qu'une seule bande. Le fragment correspondant a la variete 
Tog56581 est un peu plus important que celui des autres varietes (fig. 2). 

Exemple 7 : Transformation de la sequence Ml en marqueur polvmorphe 

Un polymorphisme pour le marqueur Ml a ete determine entre les parents 
de la population haploi'de doublee (IR64 x Azucena). Cette population compte 
plus de 300 marqueurs repartis sur les 12 chromosomes du riz. Pour cela, on s'est 
appuye sur les sites de restriction de la sequence du marqueur Ml determinee sur 
le parent IR64 (fig. 3). Les amorces (1-3), (1-4) et (1-5) ont ete utilises pom- 
amplifier TADN des parents des croisements qui a ensuite ete digere par des 
enzymes de restriction. Le site de restriction Hpall/Mspl libere un fragment de 86 
pb lorsque Tamorce 1 est utilisee. Ce site est absent chez les varietes Gigante et 
Azucena. (fig. 4). 

Le marqueur a ete teste sur les individus F2 du pool sensible et du pool 
resistant du croisement (IR64 x Gigante). Tous les individus resistants ont le 
profil de la variete Gigante (absence du marqueur AFLP Ml associee a I'absence 
du site de restriction Hpall/Mspl) a Texception de Tindividu (5.11). Les individus 
sensibles presentent le site de restriction Hpall/M^pl a Tetat homozygote comme 
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la variete IR64 a Texception de deux individus heterozygotes qui sont recombines 
(fig. 5). 

La sequence du marqueur Ml que Ton peut amplifier par des amorces 
specifiques correspond bien au marqueur AFLP Ml. La digestion par ren2yme 
Hpall/MypI pennet de distinguer Tallele venant du parent sensible (IR64) du 
parent resistant (Gigante). 

Ces nouvelles donnees permettent de conforter la position du locus de 
resistance entre les marqueurs Ml et M2 et d'estimer les taux de recombinaison a 
0,065 ± 0,045 pour la distance entre Ml et le locus de resistance et 0,1 1 ± 0,047 
pour la distance entre les marqueurs Ml et M2. 

Exemple 8 : Cartographie du marqueur Ml 

Soixante individus de la population (IR 64 x Azucena) ont ete passes pour 
le marqueur Ml : amplification avec les amorces (1-3) et digestion par I'enzyme 
Hpall/Mspl, suivie d'une separation des fragments sur un gel d'agarose a 2,5 %. 
La segregation du marqueur Ml est sans distorsion (fig. 6). Les resultats 
permettent de cartographier le marqueur Ml en utilisant un logiciel de 
cartographie (Mapmaker V3), qui permet de placer le marqueur Ml sur le 
chromosome 4 entre les marqueurs RG 163 et RG 214 (fig. 7). Get intervalle 
represente la zone oii se situe le locus de resistance au RYMV, 

La cartographie du gene de resistance au RYMV sur le chromosome 4 de 
la carte genetique du riz permet d'identifier des marqueurs plus proches du locus 
de resistance. II s'agit en particulier de marqueurs microsatellites RM252 et 
RM273 ou tout autre marqueur a I'interieur de I'intervalle (4-5cM) defini par ces 
marqueurs permettant d'identifier un polymorphisme entre les parents IR64 et 
Gigante tel que les marqueurs RFLP issus de banques genomiques ou d'ADNc, 
les microsatellites, les marqueurs AFLP ou les marqueurs derives de la 
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cartographie physique de la region coinine les clones BAC, YAC ou leurs 
cosmides. 

Les marqueurs identifies conformement a rinvention ou tout autre 
marqueur situe dans cet intervalle permettant d'identifier un polymoiphisme entre 
des varietes resistantes tel que Gigante ou O. glaberrima avec des varietes de riz 
sensibles au RYMV peuvent etre utilises poxu* le transfert de la resistance au 
RYMV dans des varietes sensibles par recroisement successifs suivis de selection 
assistee par marqueurs. 

Exemple 9 : Marquage du locus de resistance de la variete Tog5681 

La presence du site de restriction Hpall/Mspl dans la variete Tog5681 ne 
pennet pas d'utiliser la strategic de Texemple 8 pour verifier que le marqueur Ml 
est aussi un marqueur de la resistance provenant de Tog5681. Aussi, les 4 
varietes Azucena, Gigante, IR64 et Tog5681 ont ete digerees avec 12 enzymes de 
restriction (BamHI, Bg/II, Dral, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Apal, Kpnl, PstI, Seal, 
Xbal, Haein) pour identifier un polymorphisme de restriction en utilisant la 
sequence d'ADN du marqueur Ml comme sonde, L'enzyme Seal permet 
d'identifier un polymorphisme entre IR64 et Tog5681 (fig. 8). Ce polymorphisme 
a ete utilise pour valider le marqueur Ml sur un recroisement (IR64 x Tog5681) x 
IR64 en segregation pour la resistance. 5 individus sensibles de ce recroisement 
ont ete testes et montrent tous la bande caracteristique d'IR64. Les 9 individus 
resistants ne montrent que la bande de Tog5681 a Texception d'un seul qui est 
recombinant (fig. 9). Le polymorphisme de restriction mis en evidence par 
Tenzyme Seal en utilisant le marqueur Ml comme sonde est done bien lie au 
locus de resistance de Tog5681. Uanalyse genetique et Tidendification de 
marqueurs de resistance sont coherentes pour considerer que le marqueur Ml 
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cartographie bien le meme locus de resistance chez les deux varietes Gigante et 
Tog5681. 



Example 10 : Clonage et sequen9age du marqueur M2 en marqueur PGR- 
specifique 

La bande AFLP obtenue avec le couple d'amorces E-ACC/M-CAG et 
correspondant a la bande M2 visible chez le parent sensible (IR64) et presente 
chez tous les individus composant le pool sensible a ete clonee suivant le meme 
protocole que pour le marqueur Ml. La sequence correspondant a cette bande a 
ete detenninee et 3 amorces ont ete definies (1 forward - 2 reverse) pour 
permettre la transformation de ce marqueur en marqueur PCR-specifique. 
Sequence du marqueur M2 (120pb) (SEQ ID N°9) : 

AATTCACCCC ATGCCCTAAG TTAGGACGTT CTCAGCTTAG 
TGGTGTGGTA GCTTTTTCTA TTTTCCTAAG CACCCATTGA 
AGTATTTTGC ATTGGAGGTG GCCTTAGGTT TGC CTCTGTTA 

Amorces : 

(SEQ ID 10) : AACCTAAGGCCACCTCCAAT (droite) 
(SEQ ID N°ll) : GCAAACCTAAGGCCACCTC (droite) 
(SEQ ID N^12) : ATTCACCCCATGCCCTAAG (gauche) 

Les conditions suivantes sont utilisees pour amplifier simultanement les 
marqueurs Ml et M2 

- tampon lOX Promega 1,5 iil 

- MgCl2 Promega 1,5 jil 
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- dNTP (5 mM) 0,6 ^il 

- amorce Ml-1 (10 ^M) 0,15 ^1 

- amorce Ml-4 (10 mM) 0,15 ^1 

- amorce M2- 1(10 mM) 0, 15 ^1 

- amorce M2-2 (10 mM) 0, 15 fil 

- H2O 7,74 III 

- Taq Polymerase 0,06 fil 

- ADN (5 ng/fil) 3 fil 

Programme PGR 

- 5mn a 94*^0 
-lmna94°C 

- 30 s 4 59°C 

- 1 mn a 72^C 

- 35 cycles 

- 5 mn a 72^C 

- 10 mn a 4^C 

Le marqueur M2 peut etre amplifie seul avec vme temperature 
d'hybridation de 60.5°C, les autres parametres restant inchanges. Dans ces 
conditions d' amplification, le marqueiir M2 apparait comme un marqueur 
dominant se caracterisant par une presence de bande chez le parent sensible 
(IR64) ct absence de bande chez le parent (Gigante). 

Exemple 11 Creation d'une population de plantes resistantes 
recombinantes entre les marqueurs Ml et M2 pour ordoimer a rinterieur de cet 
intervalle les marqueurs AFLP candidats au marquage de la resistance 750 
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individus F2 (IR64 x Gigante) ont ete inocules artificiellement avec le virus 
RYMV (souche BFl). Les plantes sans symptomes ont ete repiquees en serre soit 
188 individus. Par la suite, des tests complementaires bases sur des tests Elisa et 
des tests de descendances ont permis d'61iminer une demiere fraction de 50 

5 plantes sensibles. Les 138 plantes restantes et homozygotes pour la resistance ont 
ete systematiquement genotypees pour les deux marqueurs Ml et M2 comme 
precedemment definis. 45 individus ont ete ainsi selectionnes (38 recombinants 
par rapport a Ml ; 7 recombinants par rapport a Ivl2) et 2 doubles recombinants. 
Ces individus recombinants ont servi a Tordonnancement des marqueurs AFLP 

10 dans Tintervalle entre Ml et M2. 

Ces resultats sont resumes dans le tableau 6 suivant : 



15 
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TABLEAU 6 

Selection d'une sous-population F2 (rR64 x Gigante) recombinante dans 
rintervalle des marqueurs M1-M2 



Etapes realisees F2 (IR64 x Gigante) 


Nombre 
de piantes 


% 


Inoculation des piantes F2 (10 jours apres semis) 


768 




Transplantation en serre (5 semaines aprcs inoculation) 


188 




Elimination de piantes sensibles 


50 




(suivi des symptomes - Test Elisa et Test de descendance) 






Selection de piantes resistantes homozygotes pour le gene de resistance 


138 


17,9 


elevee 






Genotypage des individus selectionnes pour les marqueurs Ml et M2 






Piantes recombinees par rapport ^ Ml 


36 


18,8 


Piantes recombindes par rapport a Ml et M2 


2 


1,4 


Piantes recombin^ par rapport k M2 


7 


5.1 



5 

Exemple 12 : Criblage de marqueurs AFLP pour selectionner de nouveaux 
marqueurs candidats a la resistance 



Un total de 328 couples d'amorces EcoRI/Msel, chacim defini par 3 
nucleotides, a ete utilise suivant le protocole precedemment defini. Ces amorces 
10 sent donnees dans le tableau 7 ci-apres. 



wo 00/79001 



PCT/FROO/01723 



40 

TABLEAU 7 



N^de 


Amorce 


Amorce 


N-de 


Amorce 


Amorce 


N» de 


Amorce 


Amorce 


combtnaison 


EcoRl 


Msei 


combtnaison 


EooR) 


Msei 


combinaison 


£coRI 


Msei 


t 


AAC 


CAA 


55 


ACA 


CTG 


109 


ACG 


AOG 


2 


AAC 


CAC 


56 


ACA 


CTT 


1 10 


ACG 


AGT 








57 


ACA 


AAC 


1 1 1 


ACT 


CAA 


4 


AAC 


CAT 


56 


ACA 


AAG 


112 


ACT 


CAC 


5 


AAC 


CCA 


59 


ACA 


AAT 


113 


ACT 


CAG 




AAC 


CCT 


SO 


ACA 


ACA 


114 


ACT 


CAT 


7 


AAC 


CGA 


S 1 


ACA 


ACC 


1 1 S 


ACT 


CCA 


8 


AAC 


CGT 


62 


ACA 


ACG 


1 1 6 


ACT 


OCT 


9 


AAC 


CTA 


63 


ACA 


«t» 1 


1 1 f 


1 


CO^ 


1 0 


AAC 


CTC 


64 


ACA 


AGC 


113 


1 


VjO 1 


1 1 


AAC 


CTG 


65 


ACA 


AGG 


119 


ACT 


CTA 


12 


AAC 


CTT 


66 


ACA 


AGT 


120 


ACT 


CTC 


1 3 


AAC 


AAC 


67 


ACC 


CAA 


1 2 1 


ACT 


CTG 


1 4 


AAC 


AAG 


68 


ACC 


CAC 


1 22 


ACT 


CTT 


1 S 


AAC 


AAT — 








1 23 


ACT 


AAC 


t 6 


AAC 


ACA 


70 


ACC 


CAT 


124 


ACT 


AAG 


1 7 


AAC 


ACC 


71 


ACC 


CCA 


1 25 


ACT 


AAT 


1 8 


AAC 


AOG 


72 


ACC 


CCT 


1 25 


ACT 


ACA 


1 9 


AAC 


ACT 


73 


ACC 


CGA 


1 27 


ACT 


ACC 


20 


AAC 


AOC 


74 


ACC 


CGT 


1 28 


ACT 


ACG 


21 


AAC 


fiCC 


75 


ACC 


CTA 


1 29 


ACT 


ACT 


22 


AAC 


AGT 


76 ^ 


ACC 


CTC 


130 


ACT 


AOC 


23 


AAG 


CAA 






cw-:-;-w:<*:-:-:';-:<-:v> 


131 


ACT 


AOG 


24 


AAG 


CAC 


78 


ACC 


CTT 


1 32 


ACT 


AGT 


2S 


AAG 


GAG 


79 


ACC 


AAC 


1 33 


AGA 


CAA 


26 


AAG 


CAT 


80 


ACC 


AAG 


1 34 


AGA 


CAC 


27 


AAG 


CCA 








135 


AGA 


CAC 


28 


AAG 


CCT 


82 


ACC 


ACA 


1 36 


AGA 


CAT 


29 


AAG 


CGA 


83 


ACC 


ACC 


1 37 


AGA 


CCA 


30 


AAG 


CGT 


84 


ACC 


ACG 


1 38 


AGA 


OCT 


31 


AAG 


CTA 


85 


ACC 


ACT 


139 


AGA 


CGA 


32 


AAG 


CTC 






-v^-''''j^'v[4'''"''''"'''^ 


140 


AGA 


OGT 


33 


AAG 


CPS 


87 


ACC 


AOG 


141 


AGA 


CTA 


34 


AAG 


CTT 


88 


ACC 


AGT 


142 


AGA 


CTC 


3S 


AAG 


AAC 


89 


ACG 


CAA 


143 


AGA 


CTG 


36 


AAG 


AAG 


90 


ACG 


CAC 


1 44 


AGA 


CTT 


37 


AAG 


AAT 








145 


AGA 


AAC 


38 


AAG 


ACA 


92 


AOG 


CAT 


146 


AGA 


AAG 


3 9 


AAG 




9 3 


ACG 


CCA 


147 


AGA 


AAT 


40 


AAG 


AOG 


94 


AC3 


CCT 


148 


AGA 


ACA 


4 1 


AAG 


ACT 


95 


ACG 


CGA 


149 


AGA 


ACC 


42 


AAG 


AOC 


96 


ACG 


CGT 


150 


AGA 


ACG 


43 


AAG 


AGG 


97 


ACG 


CTA 


151 


AGA 


ACT 


44 


AAG 


AGT 


98 


ACG 


CTC 


152 


AGA 


AOC 


45 


ACA 


CAA 


99 


ACG 


CTG 


153 


AGA 


AGG 


46 


ACA 


CAC 


100 


ACG 


CTT 






47 


ACA 


CfiC 


101 


ACG 


AAC 


155 


AOC 


CAA 


48 


ACA 


CAT 


102 


ACG 


AAG 


156 


AGC 


CAC 


49 


ACA 


CCA 


103 


ACG 


AAT 

■»;■^^^^^^^^:;^.^t::^ 

m^mm 








50 


ACA 


CCT 






1 58 


AGC 


CAT 


51 


ACA 


CGA 


105 


ACG 


ACC 


159 


AGC 


CCA 


52 


ACA 


CGT 


106 


ACG 


ACG 


160 


AGC 


ccr 


53 


ACA 


CTA 


107 


ACG 


ACT 


1 S 1 


AGC 


CGA 


54 


ACA 


CTC 


108 


ACG 


AGC 


1 S2 


AGC 


OGT 



en ombre : polymorphisme pour une ou piusieurs bandes entre Jes pools sensible et resistant 
: presence d'une ou piusieurs bandes polymorphes dans le pool sensible 
: presence d'une ou piusieurs bandes polymorphes dans le pool resistant 
* : presence d'une ou piusieurs bandes polymorphes dans le pool sensible et le pool resistant 
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TABLEAU 7 suite 



N»de Amorce Amorce 
combinaison EooRi Msel 



N* de Amorce Amorce 
combinaison EooRi Msel 



N»de 



Amorce Amorce 



combinaison 


EoaRI 


Msel 


273 


CAT 


CTA 


274 


CAT 


CTC 


275 


CAT 


■ CTG 


276 


CAT 


CTT 


277 


CAT 


AAC 


278 


CAT 


AAG 


279 


^^CAT^^ 


AAT 








281 


CAT 


iflCC 


282 


CAT 


ACC 


283 


CAT 


ACT 


284 


CAT 


AOC 


285 


CAT 


fiCC 


286 


CAT 


AGT 



163 
164 
165 
166 
167 
168 
163 
170 
171 
172 

17S 

177 

178 

179 

180 

181 

182 

183 

184 

185 

188 

187 

188 

189 

ISO 

191 

192 

193 

1^9 4^ 

196 



ACC 
AOC 
ACC 
ACC 

ACC 
ACC 
ACC 
ACC 
ACC 
ACC 



ACC 
ACC 
ACC 
ACC 
AOG 
ACC 
ACC 
ACC 
ACC 
ACC 
ACC 
AOS 
ACC 
ACC 
ACC 
ACC 
ACC 
ACC 

AOG 



CTA 

CTC 

CTG 

CTT 
AAC 
AAG 
AAT 
ACA 
ACC 
ACC 
ACT 

AGT — 

CAA 

CAC 

CAG 

CAT 

CCA 

OCT 

CGA 

OCT 

CTA 

CTC 

CTG 

CTT 
AAC 
AAG 
AAT 
ACA 
ACC 
AOC 

m 

AOC 



218 


AGT 


AOC 


219 


AGT 


AOG 




221 


ATC 


CAA 


222 


ATC 


CAC 


223 


ATC 


CAC 


224 


ATC 


CAT 


225 


ATC 


CCA 


226 


ATC 


CCT 


227 


ATC 


CGA 


228 


ATC 


CGT 


229 


ATC 


CTA 


230 


ATC 


CTC 


231 


ATC 


CTG 


232 


ATC 


CTT 




198 


AOG 


AGT 


199 


AGT 


CAA 


200 


AGT 


CAC 


201 


AGT 


CAG 


202 


AGT 


CAT 


203 


AGT 


CCA 


204 


AGT 


CCT 


205 


AGT 


CGA 


206 


AGT 


CGT 


207 


AGT 


CTA 


206 


AGT 


CTC 


209 


AGT 


CTG 


210 


AGT 


CTT 


211 


AGT 


' AAC 


212 


AGT 


AAG 



236 


ATC 


ACA 


237 


ATC 


ACC 


238 


ATC 


ACC 


239 


ATC 


ACT 


240 


ATC 


ACC 


241 


ATC 


ACC 


242 


ATC 


AGT 


243 


CAA 


CAA 


244 


CAA 


CAC 


245 


CAA 


CAG 


246 


CAA 


CAT 


247 


CAA 


CCA 


243 


CAA 


CCT 


249 


CAA 


CGA 




251 


CAA 


CTA 


252 


CAA 


CTC 


253 


CAA 


CTG 



283 ■ CTA 

289 CTA 

2 90 CTA 

292 CTA 

293 CTA 

294 CTA 

295 CTA 
295 CTA 




298 
299 
300 
301 
302 
303 
304 
305 
306 
307 
308 
309 
310 
31 1 



CTA 
CTA 
CTA 
CTA 
CTA 
CTA 
CTA 
CTA 
CTA 
CTA 
CTA 
CTT 

err 




259 


CAA 


ACC 


260 


CAA 


ACC 


261 


CAA 


ACT 


262 


CAA 


ACC 


263 


CAA 


ACC 


264 


CAA 


ACT 


265 


CAT 


CAA 


266 


CAT 


CAC 


267 


CAT 


CAG 


268 


CAT 


CAT 


269 


CAT 


CCA 


270 


CAT 


ccr 


271 


CAT 


OGA^ 









313 
314 

315 
316 
317 



CTT 
CTT 
CTT 
CTT 
CTT 



320 


CTT 


321 


CTT 


322 


CTT 


323 


CTT 


324 


CTT 


325 


CTT 


325 


CTT 


327 


'CTT 


323 


CTT 



CAC 

CAG 
CAT 

OCT 
CGA 
CGT 
CTA 
CTC 

CTT 

AAC 

AAG 

AAT 

ACA 

ACC 

ACG 

ACT 

AGC 

AOG 

AGT 

CAA 

CAC 

CAG 

CAT 

CCA 

OCT 

CGA 

OGT 

CTA 

CTC 

CTG 

CTT 

AAC 

AAG 

AAT 

ACA 

ACC 

ACG 

ACT 

ACT 



en ombre : polymorphisme pour une ou plusieurs bandes entre (es pools sensible ec resistant 
* : presence d'une ou plusieurs bandes poiymorphes dans le pool sensible 
" : presence d'une ou plusieurs bandes poiymorphes dans le pool resistant 
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Ce criblage a permis d' identifier une ou plusieurs bandes polymorphes selon leur 
apparition chez le parent sensible et/ou le parent resistant. 23 couples d'amorces 
ont permis d'identifier un polymorphisme entre les parents confirmes par les 
pools d'ADN F2 sensible ou resistantXe tableau recapitule et donne la position 
5 dans rintervale M1-M2 des marqueurs AFLP lies au locus de resistance elevee au 
virus de la panachure jaune du riz. 



TABLEAU 8 



10 



15 



20 



N* de 


Nucleotides variables 


Presence defs) bande(s) 


Position des marqueurs 


combinaison Amorce EcoRI 


Amorce Msel 


pool sensible 


pool resistant 


sur linterv/alle M1-M2 


3 


AAC 


CAG 






= Marqueur clone Ml 


69 


ACC 


CAG 






s Marqueur don 6 M2 


77 


ACC 


CFG 






non determine 


81 


ACC 


AAT 




+ 


non determine 


86 


ACC 


AGC 






non determine 


91 


ACG 


CAG 






non determine 


104 


ACG 


ACA 


+ 




entre R et Rm273 


154 


AGA 


AGT 






au dela de M2 


157 


AGC 


CAG 




+ 


en cosegregation avec M2 


174 


AGC 


AGC 






non determine 


175 


AOC 


AGG 


+ 




entre Ml et Rm24l 


197 


AGG 


AGG 






entre Ml et Rm24l 


215 


AGT 


ACC 






non determine 


220 


AGT 


AGT 






entre Rm273 et M2 


233 


ATC 


AAG 




+ 


entre Ml et Rm241 


250 


CAA 


OGT 






non determine 


254 


CAA 


CTT 






au dela de M2 


258 


CAA 


ACA 






entre Ml et Rm241 


280 


CAT 


ACA 


+ 




au dela de M2 


287 


CTA 


CAA 


+ 




entre Rm273 et M2 


291 


CTA 


CCA 






entre Ml et Rm241 


318 


CTT 


CTC 


+ 




entre Rm273 et M2 


319 


CTT 


CTG 






non determine 



25 

Apres verification individuelle sur chacun des individus composant les pools, les 
marqueurs candidats correspondant a des bandes presentes chez le parent IR64 
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peuvent etre testees sur les recombinants identifies dans I'exemple 11. 9 
marqueurs ont ete confinnes ainsi comme appartenant a Tintervalle Ml -M2. Le 
tableau 9 doiine Fordonnancement dans Tintervalle M1-M2 des marqueurs AFLP 
identifies par comparaison de pools d'ADN sensible et resistant a partir d'lme 
5 sous population resistante d*une F2 (IR64 x Gigante). 
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TABLEAU 9 



Indivtdus rteistants Ml 
F2 (iR64 X Gigante) 


&AOG E-ATC E-CAA E^aCC S-CTA R4sl$t. E-ACG E-AGT 
WAGG M-AAG M-ACA WAGG H^CCA RM241 RM252 RYMV M-ACA RM273 M-AGT 


E-CTT ECTA 
M-CTC M-CAA 


M2 


2 


H 


D 


0 


0 


0 


0 


• 


a 




a 


a 


B 


a 


a 


a 


6 


7 


H 


0 


0 


0 


0 


0 


• 


a 




3 


a 


a 


a 


B 


a 


3 


3 


H 


0 


D 


D 


□ 


0 


- 


3 




3 


a 


a 


a 


a 


a 


3 


10 


H 


0 


D 


O 


E 


0 


- 


3 




3 


3 


a 


B 


3 


a 


3 


21 


H 


0 


0 


0 


0 


a 


c 


a 




3 


3 


a 


3 


a 


a 


3 


23 


H 


0 


0 


0 


E 


0 


• 


8 






5 


a 


a 


a 


3 


3 


2S 


H 


0 


0 


0 


0 


0 


E 






ill 


m B 


a 


a 


a 


a 


3 


23 


H 


0 


0 


0 


a 


a 


C 


a 




8 


8 


a 


a 


a 


a 


3 


37 


H 


0 


0 


0 


£ 


0 


s 


Mi 


M 


Bi 


H 9 


a 


a 


a 


a 


3 


48 


H 


0 


0 


0 


0 


0 


. 








a 


a 


9 


a 


a 


g 


55 


H 


0 


0 


D 


0 


0 


E 








M B 


a 


a 


a 


a 


3 


61 


H 


0 


0 * 


0 


o 


D 


e 










a 


a 


a 


a 


3 


65 


H 


0 


0 


0 




a 


C 


a 




a 


a 


a 


B 


a 


a 


3 


95 


H 


e 


o 


0 


0 


a 


c 


8 




a 


a 


a 


3 


a 


a 


3 


103 


H 


e 


0 


D 


. 


3 


c 


a 




a 


a 


a 


a 


a 


a 


3 


104 


)^ 


Q 


0 


0 


3 


8 


c 


a 




3 


a 


a 


a 


8 


a 


3 


109 


H 


a 


3 


3 


a 


3 


c 


3 




3 


a 


a 


3 


a 


a 


a 

9 


11 1 


H 


E 


0 


0 


0 


0 


• 


8 




3 


a 


a 


a 


a 


a 


3 


1 19 


H 


D 


o 


D 


0 


0 




8 




3 


a 


3 


a 


a 


3 


B 


120 


A 


0 


o 


0 


o 


3 


c 


3 




3 


a 


3 


8 


3 


a 


3 


126 


H 


E 


£ 


E 


£ 


0 




a 




a 


8 


3 


a 


B 


3 


3 


127 


H 


. 








3 


c 


3 




3 


a 


a 


B 


3 


3 


a 


131 


H 


E 


E 




£ 


0 




8 




3 


a 


a 


a 


3 


3 


3 


133 


H 


. 








8 


c 


8 








a 


3 


3 


3 


3 


141 


H 


c 


£ 


= 


£ 


O 


c 


mi 


1 




3 

/■>:■:■: 


8 


B 


3 


3 


g 


154 


H 


s 


E 


E 


E 


0 




9 




a 


a 


a 


a 


3 


3 


3 


153 


H 


E 


£ 


e 


£ 


0 




B 




a 


a 


a 


a 


3 


8 


3 


159 


H 










a 


c 


3 




a 




a 


a 


a 


3 


3 


150 


H 


£ 


E 


c 




0 




3 




a 


a 


a 


a 


a 


a 


8 


131 


H 


£ 


E 


E 


£ 


0 




3 




3 


a 


a 


a 


a 


a , 


3 


163 


H 










3 


c 


3 




a 


a 


a 


a 


a 


a 


3 


157 


H 










a 


a 


3 




a 


a 


a 


a 


a 


a 


3 


171 


H 










a 


a 


3 




a 


a 


a 


a 


a 


a 


3 


175 


H 


c 


E 


c 


0 


0 


a 


a 




a 


a 


a 


a 


a 


a 


3 


173 


H 








a 


a 


a 


3 




a 


a 


a 


a 


a 


a 


3 


133 


H 


E 


£ 


c 


E 


D 


a 


8 




a 


^8 





a 


a 


a 


3 


33 


H 


D 


0 


0 


0 


0 


H 


' ft 










o 


o 


o 


0 


135 
1 7 


H 
H 


E 

a 


E 
S 


3 


E 
3 


0 
3 


H 


8 ; 






D 
D 


0 
0 


0 

□ 


0 
0 


20 
33 


B 

a 


a 
a 


8 

a 


3 
3 


a 

3 


3 
8 


8 


3 : 

8 : 










0 
O 


0 
D 


0 
0 


0 
0 


93 


3 


a 


a 


3 


a 


S 


a 


8 : 










D 


D 


o 


0 


105 


a 


a 


a 


a 


a 


a 


a 


8 i 








0 


D 


0 


0 


145 


a 








a 


a 


a 


8 




3 


a 


6 


3 


a 


3 


D 


130 


8 






a 


a 


a 


a 


8 




3 


a 


a 


0 


o 


D 


0 



Frequence d'lraividus 

recom bines' 

InCefvaDe Ml - R 
intervaUe R - M2 

Distance / resistance (cM) 11.4* 



0.97 0.97 0.97 0.37 0.61 0.29 0.13 
11.03 1 1.03 11.03 9.38 6.90 3.33 2.10 O.CO 



0.67 
3.33 



0.78 
3.33 



0.39 
4. 44 



0.89 
4.44 



0.39 

4.44 5.0' 



genor/pe homor/gote pour Taltele du parent sensible (IR64) 
genotype heterozygote 

genotype homoiygote pour J'allele du parent resistant ( Gigante) 
genotype non honrtozygote pour I'altele du parent resistant (gigante) 
sous rhypoihese d"ao»ence de douole recombinaison dans I'inten/alle Ml - R et M2 - R 
distance estimee a partir de la carxographie de la resistance sur 183 r2 (IR6a x Gigante) cf (figure X> 
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14 bandes provenant du parent resistant ont ete egalement identifiees et seront 
confirmees ou non sur les recombinants generes dans la population F2 (IR64 x 
Gigante). 

Example 13 : Ancrage du locus de resistance au RYMV a Taide de 
marqueurs microsatellites 

Le marqueur Ml ayant ete place sur le chromosome 4 de la carte 
genetique (IR64 x Azucena ; exemple 9), des marqueurs microsatellites tel que 
definis dans (6) et appartenant k ce chromosome ont ete utilises pour affiner la 
cartographie du locus de resistance au RYMV. Les marqueurs naicrosatellites 
suivants ont ete testes : RM241, RM252 (1), RM273 et RM177 (6) dans les 
conditions experimentales d6finies dans (1) et (6). A 1' exception du marqueur 
RM177 non polymorphe entre les parents IR64 et Gigante, les marqueurs RM241, 
RM252, RM273 ont ete cartographies sur une population F2 (IR64 x Gigante) evaluee 
parallelement pour la resistance au RYMV. Les resultats sur 183 individus F2 permettent 
de caracteriser un intervalle d'environ 3.6 cM borne par les deux locus microsatellites 
RM 252 et RM273 encadrant le gene de resistance au RYMV. (voir figure 10 (a)) 

Exemple 14 : Cartographie fine de I'intervalle portant le locus de resistance et 
ordonnancement des marqueurs de resistance dans Tintervalle M1-M2 

Les 45 individus F2 (IR64 x Gigante) resistants et recombinants pour les 
marqueurs Ml et M2 ont ete caracterises pour les marqueurs microsatellites identifies 
dans Texemple 13. La cartographie des marqueurs en segregation sur la totalite des 
individus F2 (IR64 x Gigante) disponibles (321) confirme Tordre et la distance entre les 
marqueurs de I'intervalle Ml - M2 et en particulier I'intervalle RM252 - RM273 qui est 
evalue a 3.6 cM (figure 10(b)). Les 45 individus F2 (IR64 x Gigante) resistants et 
recombinants pour les marqueurs Ml et M2 permettent de confirmer Tordre des 
marqueurs AFLP identifies dans 1' exemple 12. Un marqueur AFLP EACG/MACA reste 
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compris dans rintervalle RM252 - RM273 et represente le riiarqueur le plus proche du 
locus de resistance au RYMV (Tableau 9). Au total sur les 321 individus F2 testes, il 
reste 20 individus recombines d'un cote ou de Tautre du locus de resistance au RYMV 
et qui pourront etre avantageusement utilises pour identifier des marqueurs plus proches 
et/ou doner le gene de resistance. 

Exemple 15 : Transfert de la resistance assistee par les marqueurs 

Les marqueurs proches du locus de resistance ont ete testes sur des varietes 

irriguees tres sensibles au virus du RYMV (var. BG90-2, Bouakel89, Jaya). 3 

marqueurs 

(Ml, RM241, RM252) pr&entent un polymorphisme entre ces 3 varietes et la variete 
Gigante ce qui permet d'envisager Tutilisation de ces marqueurs pour transferer la 
resistance dans des genotypes sensibles. Le transfert experimental de la resistance dans 
ces varietes a ete realise jusqu'au niveau du 2eme recroisement. A chaque croisement, les 
plantes sont verifiees pour la presence des marqueurs en provenance de la variete 
Gigante et la segregation pour la resistance est controlee par des tests de descendance 
sur F2. Les resultats sont donnes dans le tableau 10. 

TABLEAU 10 



parent 


PoJyfTorphtsme / parent donneur (Gigante) 


Generation 


% theorique 


Nb de lignees 


recurent 




RM241 


RM2S2 


RM273 RM177 


obtenue 


parent recurent 


obtenues 


8G9a-2 


poly 


poly 


poly 




8C2F2 


87.5 


4 


Souaki 189 


poly 


poly 


poly 




8C2F2 


87.5 


1 


Jaya 


poly 


poly 


poly 




BC2F2 


87,5 


2 


IR64 


poly 


poly 


poly 


poly mono 


BC3 


93.7 


5 



wo 00/79001 



47 



PCT/FROO/01723 



Exemple 16 : Utilisation du virus RYMV ou du complexe 
vinis/ribonucleoproteines comme appats pour capturer les proteines cibies 
indispensables au cycle infectieux du RYMV. 

I Caracterisation in vitro et in vivo de trois isoformes du RYMV calcium et pH 
independantes 

Trois isoformes sont decrites en utilisant la chromatographic echangeuse 
d'ions, le principe de cette separation est base sur la stability des particules. 

Les formes compactes sont les plus stables car elles sont bloquees par les 
ions divalents calcium rendant la particule insensible au pH. Cette forme 
n'accroche pas la resine echangeuse d'ions et traverse la colonne sans dommage. 
Les formes transitionnelles sont decrites poiu* la premiere fois et resultent de 
particules compactes ou de particules gonflees. Ces particules sont sans calcium, 
ce qui les rend sensibles au pH. Ainsi, a pH acide, elles sont gardees compactes, 
alors qu'a pH basique elles sont gonflees. On peut differencier ces deux 
isofomxes ( compactes et transitionnelles) par modification du pH dans le tampon 
de chromatographie. A pH basique, les particules transitionnelles instantanement 
gonflent et explosent dans la colonne, car elles ne sont pas suffisamment stables 
pour supporter la pression du chromatographe (environ 1000 a 1500 psi) 
pression. La proteine de capside» qui resulte de cette dissociation, s'accroche sur 
la resine echangeuse d'ions. Les formes compactes sont purifiees ainsi a pH 
basique. Les formes gonflees sont tres difficiles a isoler du fait de leur 
instabilite, mais peuvent etre produites en presence d'un chelateur d'ions 
divalents (EDTA ou EGTA) et a pH basique a partir de particules compactes. 
Ainsi, apres ce traitement, toutes les particules deviennent instables et explosent 
dans la colonne. 

Conformement a Tinvention, pour capturer les proteines cibies, on utilise : 
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4S 

I La particule compacte obtenue apres dialyse dans 10 mM acetate de sodiiim pH 
5,0 et CaCb 3 mM, environ 6 heures et purification par chromatographie a pH 
8,0. Proteines cibles isolees apres extraction du virus des plantes infectees ou 
apres exposition des partictiles corapactes (purifiees par Biocad) et proteines 
extraites de suspension cellulaire d'une variete sensible au virus (IR64). 
n La particule transitionnelle est obtenue a partir de la particule compacte en 
presence d'EDTA et a pH acide. 

in La particule gonflee et le complexe ribonucleique sont obtenus a partir des 
paiticules transitionnelles a pH basique. A ce pH, le complexe 
ribonucleoproteique est obtenu spontanement a partir des particules gonflees (tres 
instables). 

n /Methode pour capturer les proteines cibles 

-A partir de virus extrait de plantes sensibles fIR64'> infectees . 
Les resultats sont presentes en figure 12. Fig.l2A: chromatogramme controle 
sans injection k pH 8,5; Fig. 12B:chromatogramme apres injection de 100 |il de 
virus a 1.7 ^ig/^l , pH 8,5, methode 1 (gradient NaCl de 0 a 2550 mM), Fig.l2C: 
chromatogramme apres injection de 100 |il de virus dialyse di^rant environ 14h 
dans 10 mM acetate de sodium pH 5 et 3 mM CaCl2 ; Figure 12D: 
chromatogranMne apres injection de 100 ^il de virus (non dialyse) a 1.7 |ig/|J.l , 
pH 8.5, methode 2 (gradient NaCI de 0 a 1500 mM et 1500 a 2550 mM, voir 
methode apres les exemples). Recolte des fractions (1 ml), precipitation acetone 
SOOjil, 2 heures a 4 centrifugation 20 minutes 13000tr/mn, culot sech6 au 
speed-vack 5 min., puis remis en suspension dans environ 40 \d de tampon Tris- 
base 10 mM, pH 7,4. Les echantillons sont conserves au congelateur a -20®C. 

Apres injection de 170 \ig de virus dans le Biocad a pH : 8,0, methode 1 
(Figure ISA), les differentes fractions sont recoltees, precipitees a Tacetone, 
reprise dans un tampon Tris-base 10 mM, pH 7,4 et deposees sur mini-gel SDS- 
PAGE puis le gel est revele au nitrate d*argent (Biorad) (Figure 13B) et Westem- 
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blot (Figure 13C) en utilisant im anticorps monoclonal non discriminant MabE.5 
(Denis Fargette ,IRD) anti -proteine de capside. 

Les bandes non immimodetectees correspondent a des proteines de plante 
potentiellement interessantes. n s'agit de proteines de.5, 24, 42, 49, 59, 66, 70, 77 
et210kDa 

-A partir de virus extrait dialvse fdurant environ 14h dans 10 mM acetate de 
sodium pH 5,0 et CaCl? 3 mM\ puis purifie sur Biocad = fraction 2 (A2) , le 
virus est mis en contact avec les proteines de suspension cellulaire de riz ( IR 
64) pour pieger des proteines cibles. 

Purification et verification de la purete de la fraction 2 (Fig. 14 A). Dans la 
fraction 2, le vims est pur car il n'y a plus de presence de sous-bandes detectees 
apres un gel de SDS-PAGE et revelation au nitrate d' argent (Fig. 14B et 14C, 
fraction A2 a comparer avec B2 dans les Fig. 13B et 13C). Apres une incubation 
de 350 ng de virus et 860 jig de proteines extraites de suspension cellulaire 
(IR64) a 4°C, pendant 12 heures, dans differentes solutions d'incubation (Fig 
15), les echantillons sont extraits, avec ou sans NaCl. Les echantillons sont 
ensuite purifies sur Biocad et la fraction virale apres precipitation a I'acetone 
(fraction 2 et 3); est analysee sur grand gel SDS-PAGE colore au nitrate d'argent 
( Fig 15A) et immunodetection avec le Mab E.5 (Fig 15B) . 

Les proteines cibles (non immunodetectees par le Mab E.5) ont des poids 
moleculaires similaires a celles isolees des feuilles infectees ; elles sont 
particulierement visibles dans les conditions D2 (pH 8,0 avec 10 mM DTT et 0,3 
M de NaCl): il s'agit des proteines de 24, 45, 51, 57, 63, 85 et des proteines 
situees au-dessus de 120 kDa. 

in/ Clonage des proteines cibles et utilisation pour Tidentification d'tme nouvelle 
classe de genes de resistance 
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Les proteines cibles isolees sont sequencees dans leur partie N-terminale 
(proteines 24, 42-45 kDa , proteines aux environs de 57, 63 at 85 kDa, et les 
proteines superieures a 120kDa). On identifie des amorces 5' degenerees. Le 
clonage des ADNc est effectue dans les banques des varietes indica (IR64 et 
Gigante), japonica tempere (02428), japonica tropical (Azucena) et glaberrima 
(TOG 5681 et TOG 5673). On procede ensuite a Tanalyse des sequences en 
utilisant les techniques classiques (homologie, fonction putative et 
polymorphisme). 
rV/Materiels et Methodes 

Extraction du virus: L'extraction est realisee a Taide des etapes consistant a 
: recolter des feuilles fraiches (ou conservees a -80*^C) de plantes infectees par le 
virus (les symptomes doivent etre prononces). La duree d'infection depend de la 
variete de riz utilisee (les varietes tolerantes pennettent d'obtenir one plus grande 
quantite de virus). 

-Broyer les feuilles dans 1' azote liquide poiu* obtenir une poudre fine, et 
conserver au firoid. 

-Ajouter le tampon d'extraction (Ac6tate de sodixmi* 0,1 M pH : 5,0) additionne 
de B-mercaptoetiianol a 0.2% («I litre de tampon pour 100 g de feuilles broyees) 
et agiter pendant 2 mn. 

-Filtrer la suspension obtenue avec un tissu de type « cheesecloth » et presser a la 
main le culot restant dans le tissu. 

-Ajouter 1 volume de chloroforme et agiter pendant 2 mn. 

-Centrifiiger a lOOOOg pendantlO mn a 4'^C.et recuperer la phase aqueuse 
superieure. 

-Evaluer le volume de la phase aqueuse et ajouter du NaCl pour une concentration finale 
0.3M. Laisser dissoudre (en chambre froide) et ajouter du PEG8000 pour une 
concentration finale de 6%. 
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-Laisser sous agitation pendant la nuit. (precipitation des virus) 

-Centrifiiger la suspension pendant 30inn a 22000 g a 4°C dans des pots de 

250ml. 

-Jeter le sumageant et secher quelques minutes a I'air le culot de virus. Reprendre 
5 le culot de chaque pot par 1ml de tampon d'extraction (1) et remettre en 
suspension au froid. 

-Reunir les fractions obtenues et rincer les pots avec 0.5ml de tampon que Ton 
rajoute aux fractions prec^dentes. 

-Centrifiiger 10 mn a 12000g pour eliminer les impuretes solides et recuperer le 
10 sumageant. 

-Doser, apres dilution, au spectrophotometre a 259 nm et calculer la 

concentration du virus : 

DD.259xdilution , , 
— en ixg/ixl 

O.J 

ou 6,5 correspond a la D.O. 259 d'une suspension virale a 1 (xg/fxl. 
DO 259 

15 Un rapport — — > 1,5 montre une bonne purification du virus, sinon effectuer 

une purification par gradient de sucrose. 

* Solution A : Acide acetique 2M (115,5 dans 1000ml) et solution B : acetate de 
sodium 2M (164 g de C2H3O2 ou 272 g de C2H302Na, 3H2O dans 1000 ml. 
20 14,8 ml de solution A + 35,2 ml de solution B dans 1000 ml total, ajouter d'abord 
la solution B, pms la solution A progressivement jusqu'a Tobtention du pH 5 ; 
ajuster le pH si necessaire avec de la solution A. 



25 



Chromatographie echangeuse d'ions 
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-Laisser sous agitation pendant la nuit. (precipitation des virus) 

-Centrifiiger la suspension pendant SOrrrn a 22000 g a 4°C dans des pots de 

250ml. 

-Jeter le sumageant et secher quelques minutes a I'air le culot de virus. Reprendre 
le culot de chaque pot par 1ml de tampon d'extraction (1) et remettre en 
suspension au firoid. 

-Reunir les fractions obtenues et rincer les pots avec 0.5ml de tampon que Ton 
rajoute aux fractions precedentes. 

-Centrifixger 10 mn a 12000g pour eliminer les impuretes solides et recuperer le 
sumageant. 

-Doser, apres dilution, au spectrophotometre a 259 mn et calculer la 

concentration du viras : 

DD.259xdilution , , 
— en ixg/ixl 

ou 6,5 correspond a la D.O. 259 d'une suspension virale a 1 ^g/|il. 
DO 259 

Un rapport — — > 1,5 montre une boime purification du virus, sinon effectuer 

D.O.2S0 ^ 

une purification par gradient de sucrose. 

* Solution A : Acide acetique 2M (1 15,5 dans 1000ml) et solution B : acetate de 
sodium 2M (164 g de C2H3O2 ou 272 g de C2H302Na, 3H2O dans 1000 ml. 
14,8 ml de solution A + 35,2 ml de solution B dans 1000 ml total, ajouter d'abord 
la solution B, puis la solution A progressivement jusqu'a Tobtention du pH 5 ; 
ajuster le pH si necessaire avec de la solution A. 



Chromatographie echangeuse d'ions 
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Six semaines plus tard, les cals developpes a partir des embiyons sont mis en 
cultures dans du milieu liquide utilise pour la multiplication cellulaire (plusieurs 
formations globuleuses provenant de plusieurs cals, par Erlen). 
Trois semaines plus tard, les cals mis en culture en milieu liquide ont prolifere, et 
les suspensions sont repiquees. Ensuite les suspensions sont repiquees tous les 10 
-15 jours et les proteines extraites. 

MILIEUX DE CULTURE POUR SUSPENSIONS CELLULAIRES DE RIZ 

Milieu SZ (Zhang andal. 1998). 



Macro Elements X 10 (pour 1 litre) 

100 ml de solution mere par litre de solution finale 

KNO3 40,00 g 

(NH4)2S04 3,30 g 

MgS04,7H20 2,46 g 

NaH2P04 2,76 g (2H2O : 3,12g - anhydre : 2,40 g) 
CaCl2.2H20 1,47 g 



B5 Micro Elements X 100 (pour 1 litre) 

lOmlde solution mere par litre de solution finale 

MnS04, 7H2O 1349 mg 

ZnS04 112mg (7H2O : 200 mg) 

KI 75 mg 

Na2Mo04, 2H2O 25 mg 

H3BO3 300 mg 

CUSO4, 5H2O 2,5 mg 

C0CI2, 6H2O 2,5 mg 
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B5 VITAMINES X 1000 (pour 100 millilitres) 
1 ml de solution mere par litre de solution finale 
Acide nicotinique 1 00 mg 
Thiamine-HCl 1000 mg 
Pyridoxine-HCl 100 mg 
Myo-Inositol 10 g 

Proline 
Glutamine 

Hydrolysat enzymatique de caseine 

FerEDTA XIOOO (pour 1 Utre) 
1 ml de solution mere par litre de solution finale 
Sinon FeS04, THjO 2,8 g 

NaaEDTA 3,7 g 

Hormone 2.4-D X 1000 

1 ml de solution mere par litre de solution finale 

Solution stock a 2 mg/ml 

MALTOSE ET SUCROSE (POUR 2428) a 30g/l 
dH 5.8 

MILIEUX D'INDUCTION DE LA CALLOGENESE DU RIZ 
M.S. rMurashiee T. & Skooe F. 1962) 



500 mg/litre final 
500 mg/litre final 
300 mg/litre final 



Macro Elements X 10 (pour l litre) 



wo 00/79001 



PCT/FROO/01723 



55 



100 ml de solution mere par litre de solution finale 

KN03 19,00 g 

NH4NO3 16,50 g 

MgS04,7H20 3,70 g 

KH2PO4 1,70 g 

CaCl2,2H20 4,40 g 

MICRO ELEMENTS X 100 (pour 1 litre) 
lOmlde solution mere par litre de solution finale 

MnS04,H20 1690 mg 

ZnS04, 7H2O 860 mg 
KI 83 mg 

Na2Mo04, 2H2O 25 mg 

H3BO3 620 mg 
CUSO4, 5H2O 2,5 mg 

C0CI2, 6H2O 2,5 mg 

VITAMINES X 1000 (pom- 100 millilitres) 
1 ml de solution mere par litre de solution finale 
Acide nicotinique 50 mg 

Thiamine-HCl 10 mg 

Pyridoxine-HCl 50 mg 

Myo-Inositol 10 g 

Glycine 200 mg 

Per EDTA XIOOO (pom* 1 litre) 
7 nd de solution mere par litre de solution finale 



wo 00/79001 



36 



PCT/FROO/01723 



Sinon FeS04, 7H2O 
NajEDTA 



2,8 g 
3,7 g 



HORMONE 2.4-D X 1000 

1 ml de solution mire par litre de solution finale 

Solution stock a 2 mg/ml 

Maltose ou Sucrose a 30g/l 
pH5.8 

PHYTAGEL 2.5 g/litre 

NB (Mili eu d'induction et de subculture de cals") 

N6 MACRO ELEMENTS X 10 (pour 1 litre) 

lOOmlde solution mere par litre de solution finale 

KNO3 28,30 g 

(NH4)2S04 4,63 g 

MgS04,7H20 1,40 g 

KH2PO4 4,00 g 

CaCl2,2H20 1,65 g 

B5 MICRO ELEMENTS X 100 (pour 1 litre) 

10 ml de solution mkre par litre de solution finale 

MnS04, 7H2O 1349 mg 

ZnS04 112 mg (7H2O:200mg) 

KI 75 mg 

Na2Mo04, 2H2O 25 mg 
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H3BO3 300 mg 

CUSO4, 5H2O 2,5 mg 

C0CI2, 6H2O 2,5 mg 



B5 VlTAMINES X 1000 (pour 100 millilitres) 
1 mlde solution mkre par litre de solution finale 
Acide nicotinique X 00 mg 

Thiamine-HCl 1000 mg 

Pyridoxine-HCl 1 00 mg 

Myo-Inositol 10 g 



Ou vitamines de Gamborg a 1 1,2 
Ajouter : concentration finale 

Proline 500 mg/litre final 

Glutamine 500 mg/litre final 

Hydrolysat enzymatique de caseine 300 mg/litre final 



Fer EDTA XIOOO (pour 1 litre) 
1 ml de solution mere par litre de solution finale 
Sinon FeS04, VHaO 2,8 g 

Na2EDTA 3,7 g 

Ou EDTA Sel de sodium fenique (Sigma E-6760) a 4,15 g/1 

HORMONE 2-4-D X 1000 

1 ml de solution mere par litre de solution finale 

Solution stock a 2 mg/ml 
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Maltose et Sucrose a 30g/l 
PhytaGEL 2,6 g/litre 



10 



PH5.8 

EXTRACTION DES PROTEINES 
EXTRACTION DES PROTEINES DES SUSPENSIONS CELLULAIRES 
• Tampon d'extraction pour suspensions cellulaires: 



Tris 
NaCl 

NazEDTA, 2H2O 
Glucose 

SDS (denaturant) 
Triton-X-lOO (non-denaturant) 
DNAses et RNAses 
Inhibiteurs de proteines 
EGTA 
Glycerol 
DTT 



concentration 
finale 

20 mM, pH 7.4 

100 mM 

10 mM 

25 mM 

0.1% 

0.1% 

l|ig/ml 



pour 100 ml 

50 ml de Tris 40 mM pH7.4 
584 mg 
372 mg 
856 mg 

0.5 ml de SDS 20% 
100 ^1 



2 pastilles ou 4 ml de sol cone. 
190 mg 
5 ml 
77 mg 



15 



5mM 
5% 
5mM 

Reaiuster le pH a 7.4 avec HCl 

• 5 g de suspensions cellulaires sont mises dans un mortier avec du sable 
de Fontainebleau sterilise. 

• Ajout de 1 ml de tampon et broyage, puis ajout de 4 ml de tampon. 

• Les varietes de riz sont extraites ainsi en conditions denaturantes 
(tampon avec SDS) et en conditions non-denaturantes (tampon avec 
Triton). Centrifiigation 15 mn a 15000g a 3°C. 
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Stacking gel a 5% 



Pour 1 gel de 



Imm 



Acrylamide bis-acrylamide 40% 
Tris-HCl lMpH6.8 



250 jil 
250 nl 
10 III 

20 ^il 



SDS 20% 



Persiilfate d'ainmomum 10% 



Temed 



2 III 



H2O 



L5ml 



• Le running gel est coule jusqu'a 2 cm du haut de la plaque puis 
recouvert de butamol-1 (facilite la polymerisation en evitant le contact 
de Tair). 

• Apres polymerisation(15-3Qmn), retirer le butanol avec un papier 
Whatmann, puis couler le stacking gel et mettre en place le peigne. 

• Apres pol3mierisation, laver les puits avec le tampon de migration, 
puis charger les echantillons auparavant denatures 5 mn a 98°C avec 1 
volume de tampon de charge. 

• Faire migrer a 80V jusqu'a ce que le bleu rentre dans le running gel, 
puis augmenter jusqu'a lOOV; aireter la migration quand le bleu est sorti 
du gel (env. 5 kDa). 

• Transferer les gels sur une membrane nitrocellulose 0.45^1 (BIO-RAD 
ref: 1620115) pendant 1 h a lOOV dans le tampon de transfert. 

• Conserver les membranes humides au refrigerateur, jusqu'a utilisation. 



MODE OPERATOIRE POUR L'UITLISATION DE L'ANTICORPS 
POL YCLONAL MALI (Pah Mali) . 
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• Toutes les etapes d'incubatioii/lavage se font sur un agitateur a plateau 
de type Platform Shaker SRP6 (Stuart Sciences) a la vitesse de 20/25 
REV/mn a temperature ambiante a = 23 ^C, 

• Les volumes de solution utilises pour les etapes d'incubation/lavages 
sont de 20 ml et efifectuees dans des boites de plastique de 1 12mm x 77 
mm. 

• La membrane est incubee pendant Ih avec la solution de blocage 

• Incubation Ih avec le 1^ anticoips Polyclonal Mali (anti RYMV) dilue 
au 1/1000''°'*' dans la meme solution de blocage (recuperer la solution, 
aj outer Tanticorps, agiter et remettre sur la membrane). 

• Rin9ages 6x5 mn dans le TBS pH 7.5 

• Incubation Ih avec le 2*''"^ anticorps conjugue HRP- anti-lapin dilue au 
1/40000**"*^ dans la solution de blocage neuve. 

• Rin9ages 6x5 nm dans le TBS pH 7.5 . 

• Mettre la membrane sur un film Saran, et verser de fagon uniforme (la 
membrane doit etre bien recouverte) la solution West Pico preparee en 
melangeant a parts egales les 2 solutions (3 ml total par petite 
membrane). 

• Attendre 5 mn (a la Imniere l eliminer le substrat en exces, envelopper 
la membrane dans le Saran, puis mettre un film dessus f dans le noir ) et 
exposer de 1 mn a 1 heure. 

• Pour les hybridations aux pH 6,5 et pH 8,0, operer de la meme fa9on en 
utilisant im tampon MES a pH 6,5 et un tampon TAPS a pH 8,0 pour 
toutes les etapes d'hybridation et de lavage. 



MODE OPERATOIRE POUR L^UTILISATION DE L'ANTICORPS 
MONOCLONAL E (Mab EL 
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• Toutes les etapes d'incubatioii/lavage se font sur un agitateur a plateau 
de type PlatfoTm Shaker SRP6 (Stuart Sciences) a la vitesse de 20/25 
REV/nrn a temperature ambiante a = 23 °C. 

• Les volumes de solution utilises pour les etapes d'incubation/lavages 
sont de 20 ml et effectuees dans des boites de plastique de 1 12mm x 77 
mm. 

• La membrane est incubee pendant Ih avec la solution de blocage 

• Incubation Ih avec le 1^ anticorps Monoclonal E (Epitope anti RYMV) 
dilue au 1/100*"* ou au 1/lOOOeme dans la meme solution de blocage 
(recuperer la solution, ajouter Tanticorps, agiter et remettre sur la 
membrane). 

• Rin9ages 6x5 mn dans le TBS pH 7.5 

• Incubation Ih avec le 2*""* anticorps conjugue HRP- anti-souris dilue 
au 1/40000*™* dans la solution die blocage neuve. 

• Rin9ages 6x5 mn dans le TBS pH 7.5 . 

• Mettre la membrane sur un film Saran, et verse de fafon uniforme (la 
membrane doit etre bien recouverte) la solution West Pico preparee en 
melangeant a parts egales les 2 solutions (3 ml total par petite 
membrane). 

• Attendre 5 mn fa la lmniere\ eliminer le substrat en exces, envelopper 
la membrane dans le Saran, puis mettre un film dessus fdans le noir) et 
exposer de 1 mn a 1 heure. 

• Pour les hybridations aux pH 6,5 et pH 8,0, operer de la meme fa^on en 
utilisant un tampon MES a pH 6.>5 et un tampon TAPS h pH 8^0 pour 
toutes les etapes dliybridation et de lavage. 

SOLUTIONS: 

• Tampon de charge 2X: 
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Concentration de la solution 2X Quantite de produit pour 10 ml de sol. 2X 



100 mM Tris-HCl oH 6.8 
200 mM DTT 

4 % SDS 

0.2 % Bleu de bromoohenol 
20% glycerol 



1 ml de Tris-HCl IM dH 6.8 
0.308 g 

2 ml SDS a 20% 

20 me 
2ml 

H2O q.s.p. 10 ml 



10 



15 



Quantity de produit pour 11 de sol. lOX 

30,285 g de Tris base 
187,67 g de glycine 

2.42 g 
11.26 g 
100 ml 
q.s.p. 1 litre. 



• Tampon de migration lOX 
Concentration de la solution 
lOX 

250 mM Tris base 
2,5 M glycine 

• Tampon de transfert: 

Tris base 
Glycine 
Methanol 
H2O 

• Solution de blocage Polyclonaux: 3 % de Non-Fat Dry Milk BIO-RAD 
(ref: 170-6404) dans le tampon appropri6. 

• Solution de blocage Monoclonaux: 0.5% de B.S.A. dans le tampon 
appropri6. 

• TBS pH 7.5: 2.423g Tris-base (20mM)+ 3,146g NaCl (75mM) + 
0.508g MgCl2,6H20 (2, mM) + 0.5ml de NP-40 (0.05% Tergitol it 
chauffer avant utilisation car non liquide a temperature ambiante) + 
H2O q.s.p. 1000ml. Ajuster a pH 7,5 avec HCl. 

. MES pH 6.5: 3.904g MES (20 mM) + 4,937g KCl (75 mM) + 0,508g 
MgCl2,6H20 (2,5 mM) + 0.5ml de NP-40 (0.05% Tergitol a chauffer 
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avant utilisation car non liquide a temperature ambiante) + H2O q.s.p. 
lOOOml. Ajuster a pH 6,5 avec NaOH ou HCl. 

• TAPS pH 8.0: 4,866g TAPS (20 mM) + 4,937g KCl (75 mM) + 0,508g 
MgCl2,6H20 (2,5 mM) + 0,5inl de NP-40 (0,05% Tergitol a chauffer 
avant utilisation car non liquide a temperature ambiante) + H2O q.s.p. 
lOOOml. Ajuster a pH 8,0 avec NaOH ou HCl. 

• Polyclonal Mali (Pab Mali): solution d'anticorps polyclonal obtenue a 
partir de la particule virale entiere. A diluer au 1/1 000**"*. 

• Monoclonal £ (Mab £): solution d'anticorps monoclonal obtenue a 
partir d'un epitope du RYMV . A diluer au l/50*™*ou au l/1000*"'^ 

• Conjugu^ HRP anti-lapin: "ImmunoPxu-e® Goat Anti-Rabbit IgG, 
(H+L), Peroxydase Conjugated" (ref PIERCE: 31460) a 0,8 mg/ml 
apres restauration dans H2O. Diluer au 1/40000*"*. 

• Conjugu6 HRP antl-souris: "InununoPure® Goat Anti-Mouse IgG, 
(H+L), Peroxydase Conjugated" (ref PIERCE: 31430) a 0,8 mg/ml 
apres restauration dans H2O. Diluer au 1/40000*™**. 

• West Pico: "SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate" (ref 
PIERCE: 34080). Melanger a parts egales la Lumino/Enhancer Solution 
et la Stable Peroxydase Solution (3ml total pour une petite membrane 
8cm X 5cm). La solution ainsi preparee se conserve 24 heures et s'utilise 
a la lumiere. 
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REVENDICATIONS 

1. Methode d'isolement de proteines impliquees dans la reconnaissance et 
le transport cible d'un virus pathogene circulant via les plasmodermes dans une 
plante, caracterisee en ce qu'on soumet des echantillons renfermant des 
complexes desdites proteines avec des particules virales a une electrophorese et 
un Western Blot en utilisant un anticorps monoclonal anti-proteine de capside, et 
on recupere les bandes non immunodetectees. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que le complexe 
est obtenu a partir de virus extrait de plantes sensibles infectees. 

3. Methode selon la revendication 2, caracterisee en ce que le virus est le 
virus de RYMV et qu'on recupere des proteines de 5, 24, 42, 49, 59, 66, 70, 77 et 
210 kDa. 

4. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que le complexe 
est obtenu a partir de virus purifie et mis en contact avec les proteines d*ime 
suspension cellulaire de plante sensible. 

5. Methode selon la revendication 4, caracterisee en ce que le virus est le 
virus de RYMV et qu'on recupere des proteines de 24, 45, 51, 57, 63, 85 et au- 
deladel20kDa. 

6. Les proteines telles qu'obtenues par la methode selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 5. 

7. Application des proteines selon la revendication 6 pour le clonage des 
genes de resistance a des virus pathogenes circulant via les plasmodermes dans 
ime plante. 

8. ADNc coirespondant a une proteine selon la revendication 6, capable 
de sTiybrider avec im clone BAG crible a partir d'une banque constituee de 
fragments d'ADN de 100 a 150 kb d'une variete de riz telle que IR64, par 
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exemple de banque BAC (Bacterial Artificial Chromosomes), ce clone BAC 
appartenant a im contig, ou ensemble de clones BAC chevauchant, la region 
comprise entre les marqueurs microsatellites RM252-RM273, de clones BAC 
renfermant les sequences d*ADN des marqueurs identifies a partir de riz grace a 
un procede comprenant 

- ramplification selective de fragments d'ADN de riz d'une part d'individus 
resistants, d*autre part d'individus sensibles, descendant de varietes parentales, 
ces firagments ayant ete prealablement soimiis a une etape de digestion, puis de 
ligation pour fixer des adaptateurs complementaires d*amorces ayant, a leur 
extremite, un ou plusieurs nucleotides specifiques, Time des amorces du couple 
etant marquee aux fins de revelation, 

- la separation des produits d'amplification, par electrophorSse sur gel dans 
des conditions denaturantes, et 

- la comparaison des profils d'electrophorese obtenus avec des melanges 
de fragments issus de descendants resistants et des melanges issus de descendants 
sensibles, avec les fragments provenant des varietes parentales, aux fins 
d'identification de bandes dont le polymorphisme est genetiquement lie au locus 
de resistance, cette identification etant suivie le cas echeant, a titre de validation, 
d'une verification sur chacun des individus et du calcul du taux de recombinaison 
genetique entre le marqueur et le locus de resistance. 

9. ADNc selon la revendication 8, caracterise en ce que lesdites bandes 
AFLP polymorphes sent specifiquement mises en evidence dans une variete 
sensible au RYMV, et dans la fraction de plantes sensibles issues du croisement 
de cette variete avec la variete resistante Gigante. 
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10. ADNc selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce que lesdites 
sequences d'ADN coirespondant auxdites bandes polymorphes, portent le locus 
de resistance a RYMV et definissent un segment inferieur a lOcM. 

11. ADNc selon la revendication 10, caracteris6 en ce que lesdites 
sequences d'ADN sont des fragments EcoRI-Msel. 

12. ADNc selon la revendication 11, caracterise en ce que lesdits 
fragments ont une taiUe respectivement, de 510 pb et de 140 pb en gel 
d*electrophorese en conditions denaturantes. 

13. ADNc selon Tune quelconque des revendications 8 a 12, caracterise en 
ce que lesdits fragments d'ADN correspondent a des sequences d'ADN flanquant 
le locus de resistance et situes de part et d'autre de ce dernier, a 5-10 cM. 

14. ADNc selon la revendication 13, caracterise en ce qu'on utilise une 
sequence d'ADN r^pondant a SEQ ID N** 3 ou SEQ ID N°9. 
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Figure 4 
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Figure 6 
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Figure 10 
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III : Mouvement local, replication 
dans les feuilles syst6miquement infectees 
Recherche des proteines impliquees 
dans la replication et le mouvement local 
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Figure 1 3A 
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Figure 14C Figure 14B 
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Figure ISA 



Figure 15B 
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<110> I.R-D. 

<120> Moyens pour 1 ' identification d'une nouvelle class e de 
g^nes de resistance au virus de la panachure jaune du 
riz et du locus d*un g^ne xnajeur de la resistance au 
virus / et leurs applications. 

<130> 59782-1158 

<140> 
<141> 

<150> 9907831 
<151> 1999-06-21 

<160> 12 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Nucleotide 
<400> 1 

gactgcgtac caattc 16 



<210> 2 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Nucleotide 
<400> 2 

gatgagtcct gagtaa 16 



<210> 3 
<211> 472 
<212> ADN 



1 
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<110> I.R.D. 

<120> Moyens pour 1 ' identification d'une nouvelle classe de 
g^nes de resistance au virus de la panachure jaune du 
riz et du locus d'un gene znajeur de la resistance au 
virus / et leurs applications. 

<130> 59782-1158 

<140> 
<141> 

<150> 9907831 
<151> 1999-06-21 

<160> 12 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Nucleotide 
<400> 1 

gactgcgtac caattc 16 



<210> 2 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Nucleotide 
<400> 2 

gatgagtcct gagtaa 16 



<210> 3 
<211> 472 
<212> ADN 



1 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Nucleotide 
<400> 3 

cgtgcttgct tatagcacta caggagaagg aaggggaaca caacagccat ggcgagcgaa 60 
ggttcaacgt cggagaaaca ggctgcgacg ggcagcaagg tgccggcggc ggatcggagg 120 
aaggaaaagg aggaaatcga agttatgctg gaggggcttg acctaagggc agatgaggag 180 
gaggatgtgg aattggagga agatctagag gagcttgagg cagatgcaag atggctagcc 24 0 
ctagccacag ttcatacgaa gcgatcgttt agtcaagggg ctttctttgg gagtatgcgc 300 
tcagcatgga actgcgcgaa agaagtagat ttcagagcaa tgaaagacaa tctgttctcg 360 
atccaattca attgtttggg ggattgggaa cgagttatga atgaaggtcc atggaccttt 420 
cgaggatgtt cggtgctcct cgcagaatat gatggctggt ccaagattga at 472 

<210> 4 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Nucleotide 
<400> 4 

aggaagggga acacaacagc c 21 

<210> 5 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Nucleotide 
<400> 5 

ttatgctgga ggggcttgac c 21 

<210> 6 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Nucleotide 



2 
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<400> 6 

gcagttccat gctgagcgca t 21 

<210> 7 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Nucleotide 
<400> 7 

ccgaacatcc tcgaaaggtc c 21 



<210> 8 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la s6quence artificielle: Nucleotide 
<400> 8 

tcatattctg cgaggagcac c 21 



<210> 9 
<211> 121 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Nucleotide 
<400> 9 

aattcacccc atgccctaag ttaggacgtt ctcagcttag tggtgtggta gctttttcta 60 
ttttcctaag cacccattga agtattttgc attggaggtg gccttaggtt tgcctctgtt 120 
a 121 



<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 
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<223> Description de la sequence artificielle:Nucl6otide 



<400> 10 

aacctaaggc cacctccaat 20 



<210> 11 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Nucleotide 
<400> 11 

gcaaacctaa ggccacctc 19 



<210> 12 

<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Nucleotide 
<400> 12 

attcacccca tgccctaag 19 
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